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Antimonpräparate sind seit über 60 Jahren der Standard zur Behandlung der Leishmaniose. Immer 
häufiger kommt es jedoch zum Therapieversagen durch resistente Erreger. In Indien sprechen über 
60 % der erstmalig mit Antimonpräparaten behandelten Patienten nicht mehr auf die Therapie an 
(Sundar et al., 2000). Obwohl dies ein großes Problem darstellt, ist bisher wenig über die 
Resistenzmechanismen der Parasiten bekannt. Durch die Aufklärung dieser Mechanismen könnten 
zwei Hauptziele erreicht werden: 
i) Es könnten optimierte Medikamente entwickelt werden, die die Resistenzmechanismen der 
Parasiten umgehen.
ii) Es könnten diagnostische Maßnahmen ergriffen werden, um vor Beginn einer Therapie deren 
Erfolgschancen zu kalkulieren. So würde man dem Patienten die starken Nebenwirkungen sowie 
die Kosten der Antimontherapie ersparen. Desweiteren könnte sofort mit einer wirkungsvollen 
Therapie begonnen und somit die Zeitspanne verkürzt werden, in der der infizierte Patient ein 
Reservoir für die weitere Transmission der Parasiten darstellt.
In Vorarbeiten wurde durch genetische Komplementation das Gen LbrM20_V2.0210 (Lbr_0210) 
vorläufig identifiziert, das bei Überexpression Antimonresistenz vermittelt (Dissertation A. Nuehs, 
2010). Diese Arbeiten wurden mit Leishmania braziliensis durchgeführt. Direkt benachbart befindet 
sich ein strukturell sehr ähnliches Gen, LbrM20_V2.0200 (Lbr_0200). Beide Gene wurden bei den 
vorangegangenen Sb(III)-Selektionen untersucht. Hierbei konnte ausschließlich Lbr_0210 als 
resistenzvermittelnd identifiziert werden. Datenbankrecherchen ergaben, dass es zu Lbr_0210 je ein 
direktes orthologes Gen in Leishmania infantum und Leishmania major gibt. Das Ziel des ersten 
Teils dieser Doktorarbeit war es, die resistenzvermittelnde Funktion des zu Lbr_0210 orthologen 
Gens aus L. infantum, LinJ34.0220, in unterschiedlichen Leishmania-Spezies zu verifizieren. Es 
war vor allem wichtig die Frage zu beantworten, ob das Gen auch im pathogenen Stadium des 
Parasiten, also in intrazellulären Amastigoten, Resistenz gegenüber Pentostam®, einem 
Standardmedikament, vermittelt. Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte das Protein strukturell und 
zellbiologisch charakterisiert werden, um Hinweise auf den Resistenzmechanismus zu erhalten. 
Durch den Vergleich mit dem zu Lb_0200 orthologen Gen aus L. infantum, LinJ34.0210, sollten 




2.1 Leishmaniosen und ihre Verbreitung 
Leishmaniose ist eine durch einen Insektenvektor übertragene Infektionskrankheit, die durch den 
protozoischen Parasiten Leishmania spp. hervorgerufen wird. Die Erkrankung wird von der 
Weltgesundheitsorganisation (WHO) zu einer der wichtigsten vernachlässigten tropischen 
Erkrankungen (“neglected tropical diseases”) gezählt. Die Erkrankung ist in 98 Ländern auf fünf 
Kontinenten endemisch (Alvar et al., 2012). Hauptsächlich sind dies Länder der Dritten Welt. 
Kinder unter 15 Jahren sind am schlimmsten betroffen. Leishmaniose ist armuts-assoziiert und steht 
in engem Zusammenhang mit Unterernährung und schlechten Hygieneverhältnissen (www.who.int/
leishmaniasis).
Obwohl Leishmaniose bisher hauptsächlich in Dritte-Welt-Ländern vorkommt, steigt die Zahl der 
Infizierten auch in Südeuropa an. Vor allem im Mittelmeerraum dienen Hunde den Parasiten als 
Reservoirwirt. Diese Hunde werden häufig auch in andere Länder, die bisher noch Leishmaniose-
frei sind, exportiert. Da der übertragende Insektenvektor, die Sandmücke, aufgrund der globalen 
Erwärmung schon bis in die italienischen Alpentäler vorgedrungen ist, besteht die Gefahr, dass die 
Erkrankung sich in naher Zukunft noch weiter ausbreiten wird. 
Es gibt  drei Formen der Leishmaniose: die kutane Form, die viszerale Form und die mukokutane 
Form. 
Die kutane Leishmaniose, auch bekannt als „Orientbeule“, ist mit geschätzten 1,2 Millionen 
Erkrankungen pro Jahr die häufigste Form der Leishmaniose. Bis zu 75 % dieser Fälle treten in 
Afghanistan, Algerien, Kolumbien, Brasilien, Iran, Syrien, Äthiopien, Nordsudan, Costa Rica und 
Peru auf (Alvar et al., 2012). Die kutane Leishmaniose wird durch die Erreger Leishmania major 
und Leishmania tropica hervorgerufen. Die Infektion bleibt in der Regel auf die Haut beschränkt. 
Es kommt zur Ausbildung von ulzerierenden Geschwüren, die häufig Sekundärinfektionen nach 
sich ziehen. In den meisten Fällen heilt die kutane Leishmaniose spontan. Dies dauert jedoch häufg 




Abb. 1  Klinische Manifestation der kutanen Leishmaniose
Durch Leishmania tropica hervorgerufenes ulzeriertes Geschwür. 
http://www.medlifeweb.org/item/20-dealing-with-tropical-disease-in-panama.html
Ist die Immunantwort des Wirtes nicht ausreichend, kann sich aus der lokalen kutanen 
Leishmaniose die diffuse Hautleishmaniose (DCL) entwickeln. Diese zeigt einen schweren Verlauf 
und heilt nicht ohne Behandlung aus. In Einzelfällen endet die diffuse Hautleishmaniose tödlich.   
Die mukokutane Leishmaniose oder „Espundia“ ist eine schwerwiegendere Form der kutanen 
Leishmaniose. Sie wird hauptsächlich durch Leishmania braziliensis hervorgerufen und tritt vor 
allem in Bolivien, Brasilien und Peru auf. Klinisch zeigt sich eine hochgradige Destruktion der 
Nasen-, Mund- und Rachenschleimhäute. Die mukokutane Leishmaniose heilt nicht spontan. 
   
Abb. 2  Klinische Manifestation der mukokutanen Leishmaniose
Durch mukokutane Leishmaniose bedingte Läsionen der Nasenschleimhaut mit  Perforation des 
Nasenseptums und Schwellung der Oberlippe. 
http://www.biomedcentral.com/1471-2334/6/139/figure/F4
Die viszerale Leishmaniose, auch bekannt als „Kala Azar“, ist die schwerwiegendste Form der 
Leishmaniose. Sie wird durch die Erreger Leishmania donovani (Alte Welt) und Leishmania 
infantum (Neue Welt) hervorgerufen. 90 % der jährlich circa 200 000 bis 400 000 Fälle viszeraler 
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Leishmaniose kommen in nur sechs Ländern vor: Indien, Bangladesch, Sudan, Südsudan, Brasilien 
und Äthiopien. Die Mortalitätsrate wird auf 10 % geschätzt, was bedeutet, dass jährlich 20 000 bis 
40 000 Menschen an viszeraler Leishmaniose sterben (Alvar et al., 2012). Die viszerale 
Leishmaniose ist durch eine Ausbreitung der Erreger auf die inneren Organe, vor allem Leber, Milz, 
Knochenmark und Lymphknoten, gekennzeichnet. Es kommt zu Fieberschüben, Hepato- und 
Splenomegalie, Vomitus, Anämie und letztendlich zu Leber- und Nierenversagen. Im 
fortgeschrittenen Stadium erscheint die Haut blass und trocken mit schwarzen Pigmentierungen, 
daher der Name „Kala Azar“ = „schwarze Krankheit“. Unbehandelt endet die viszerale 
Leishmaniose in über 90% der Fälle tödlich.
Leishmania infantum ist auch der Erreger der kaninen Leishmaniose. In Italien und Spanien liegt 
die Durchseuchungsrate bei circa 50 % (Orndorff et al., 2000; Solano-Gallego et al., 2001). Bis zu 
5 % der etwa 50 Millionen Hunde in Deutschland stammen aus Südeuropa, so dass von bis zu 
150 000 infizierten Hunden in Deutschland ausgegangen wird (Harms-Zwingenberger et al., 2007). 
Da Hunde empfänglicher für diesen Parasiten sind als Menschen, manifestiert  sich die Erkrankung 
in allen drei Verlaufsformen. Es wird keine Differenzierung der Krankheitsformen vorgenommen. 
Dementsprechend manifestieren sich auch klinisch sowohl die Symptome der kutanen als auch die 
der viszeralen und mukokutanen Leishmaniose. Typisch für die kanine Leishmaniose ist die 
sogenannte “Brillenbildung”, da es vor allem an wenig behaarten Stellen wie Ohrenspitzen, 
Schnauze und Augenbereich zu Alopezie, ulzerativer und nodulärer Dermatitis und Ekzemen mit 
Hyperkeratose kommt. Durch die mukokutane Beteiligung wird häufig auch Epistaxis beobachtet. 
Glomerulonephritis durch Immunkomplexablagerung und dadurch bedingtes Nierenversagen ist die 
häufigste Todesursache bei Leishmaniose-infizierten Hunden (Moritz, 2011). 
Literaturübersicht
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A            B
     
Abb. 3  Klinische Manifestation der kaninen Leishmaniose
In Abb. A ist ein Hund mit  Leishmaniose-typischen Veränderungen an den Augen und dadurch bedingter 
charakteristischer “Brillenbildung” zu sehen.
http://www.tierklinik.de/medizin/parasitaere-erkrankungen/protozoen/leishmaniose
Foto: Joan Gali; Grup Tècnic Veterinari SL
Abb. B zeigt einen an Leishmaniose erkrankten Hund mit den typischen Symptomen der kaninen 
Leishmaniose: Gewichtsverlust, Apathie sowie kutane Alopezie, Dermatitis und Ekzeme. 
http://www.liv.ac.uk/researchintelligence/issue18/shabbydog.html
Courtenay Wellcome Trust IHIC
 
2.2 Lebenszyklus von Leishmania spp. 
Leishmanien haben einen biphasischen Lebenszyklus, bestehend aus der extrazellulären 
promastigoten Insektenform sowie der intrazellulären amastigoten Säugetierform. Die Übertragung 
erfolgt durch einen dämmerungs- und nachtaktiven Insektenvektor, die Sandmücken der Gattung 
Phlebotomus (Alte Welt) und Lutzomyia (Neue Welt). Weibliche Sandmücken nehmen die 
Amastigote während des Blutsaugens an einem infizierten Säugetier (Mensch, Hund, Nagetier) über 
ihren Stechrüssel auf. So gelangen sie in den Verdauungstrakt der Sandmücke, wo sie sich in 
prozyklische Promastigote umwandeln und durch binäre Fission vermehren. Die Exkretion wird 
durch Anheftung an das Darmepithel der Mücke verhindert. Diese Anheftung erfolgt streng 
vektorspezifisch über Lipophosphoglykan (LPG) - Moleküle auf der Oberfläche der Parasiten 
(Sacks, 2001). Innerhalb von 4-20 Tagen erfolgt die Metazyklogenese, bei der die Parasiten sich in 
infektiöse, metazyklische Formen umwandeln. Die metazyklischen Promastigoten teilen sich nicht 
und verlieren die Fähigkeit sich an das Darmepithel anzuheften. Es erfolgt die aktive Migration zum 
vorderen Verdauungstrakt der Sandmücke (Sacks et al., 1994). Bei einem erneuten Biss durch die 
nun infektiöse Sandmücke werden 100 bis 1000 Parasiten über den Stechrüssel in die Haut des 
Säugetiers inokuliert (Sacks, 2001). Es kommt zur Aufnahme durch neutrophile Granulozyten und 
Literaturübersicht
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Makrophagen, den Zielzellen der Parasiten. Diese Aufnahme erfolgt vermutlich rezeptor-vermittelt 
(Bray, 1983). Innerhalb des Phagosoms erfolgt die Umwandlung in die amastigote Form. Es kommt 
zur Verschmelzung von Phagosom und Lysosom, wodurch das Phagolysosom gebildet wird. Dieses 
wird auch als parasitophore Vakuole bezeichnet. Die Amastigote vermehren sich bis die Zelle platzt 
und die Parasiten frei werden, um weitere Zellen zu infizieren. Da infizierte Zellen auch in den 















































Abb. 4  Leishmania spp. Lebenszyklus                                                                           
Während einer Blutmahlzeit werden amastigote Leishmanien aufgenommen (1.). Im Verdauungstrakt der 
Sandmücke erfolgt die Umwandlung in prozyklische Promastigote (2.) Während der Metazyklogenese 
erfolgt die Umwandlung in infektiöse metazyklische Promastigote (3.). Die Leishmanien wandern aktiv in 
den vorderen Verdauungstrakt der Sandmücke. Bei einer erneuten Blutmahlzeit werden sie in die Haut eines 
Säugetiers inokuliert und von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen aufgenommen (4.). Das 
Phagolysosom wird gebildet (5.) und es erfolgt die Umwandlung in intrazelluläre Amastigote (6.). Im 
Phagolysosom vermehren sich die Amastigoten durch binäre Fission (7.) bis die Zelle platzt und die 
Amastigoten frei werden, um neue Zellen zu infizieren (7a.), oder durch eine erneute Blutmahlzeit der 
Sandmücke wieder aufgenommen und weiter verbreitet zu werden.                                                    
Modifiziert nach: Paul Kaye & Phillip Scott, 2011
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2.3 Morphologie von Leishmania spp. 
Leishmanien sind einzellige, protozoische Parasiten der Ordnung Kinetoplastida. Sie gehören zur 
Familie der Trypanosomatidae. Bei allen den Kinetoplastida zugehörigen Organismen sind 10-25 % 
der DNA in dem sogenannten Kinetoplasten kondensiert. Dieser befindet  sich oberhalb des Nukleus 
und ist ein Teil des einzigen Mitochondrions der Zelle (Englund et al., 1982). Zwischen Kinetoplast 
und Nukleus befindet sich der Golgi-Apparat. Um den Nukleus herum ist das endoplasmatische 
Retikulum organisiert. Desweiteren besitzen Leishmanien unterschiedliche vesikuläre Organellen, 
beispielsweise das multi-vesicular tubule lysosome, das ein spezielles Lysosom darstellt, 
Acidocalcisome, Glykosomen sowie Endosomen. 
Hoare & Wallace (1966) haben die Terminologie für die zwei unterschiedlichen Stadien der 
Leishmanien, bezugnehmend auf das Vorhandensein einer sichtbaren Geißel (griechisch=”mastig”), 
eingeführt: Promastigote zeichnen sich durch das sichtbare Flagellum aus; bei den Amastigoten 
liegt die stark verkürzte Geißel in der sogenannten Geißeltasche und ist  nur in 
elektronenmikroskopischen Aufnahmen darstellbar. Amastigote sind 2-5 µm groß und weisen eine 
ovoide Zellform auf. Während der Entwicklung zur promastigoten Form findet eine Elongation des 
Zellkörpers statt, bis dieser eine Länge von 10-20 µm erreicht. Die Geißel erreicht während der 
Metazyklogenese ebenfalls eine Länge von circa 20 µm. 
Die Zellmembran der Kinetoplastida ist in drei morphologisch differenzierte Bereiche unterteilt: 
i) Plasmamembran, ii) Geißelmembran und iii) Geißeltasche. Jeder dieser Bereiche hat 
unterschiedliche Funktionen und Zusammensetzungen. Die Plasmamembran dient mit  der darunter 
liegenden Mikrotubulistruktur der Stabilität der Zelle. Sie ist mit LPG-Molekülen überzogen, die 
die Parasitenzelle vor dem Immunsystem des Wirts schützen (Landfear et al., 2001). Die Geißel hat 
ihren Ursprung in einem Basalkörper in der Nähe des Kinetoplasten am vorderen Ende der Zelle. 
Sie erstreckt sich durch die Geißeltasche nach außen. Durch einen tripartite attachment complex ist 
sie mit dem Kinetoplasten verbunden (Gluenz et al., 2010). Die Geißel dient der Motilität  der 
Promastigoten. Es wird vermutet, dass die Geißel im Amastigotenstadium wichtige Funktionen 
hinsichtlich der Zellmorphologie hat, z.B. während der Formation der Geißeltasche (Gluenz et al., 
2010). Die Geißeltasche ist eine Invagination an der Basis der Geißel. Eine Adhäsionszone 
zwischen Plasma- und Geißelmembran bildet den Verschluss der Geißeltasche. Dies ist der einzige 




Abb. 5  Schematische Darstellung der Morphologie und der Zellorganellen von 
  Promastigoten und Amastigoten 
Promastigote weisen eine spindelförmige Zellform mit deutlich sichtbarer Geißel auf. Amastigote sind rund 
bis ovoid, die Geißel ist  stark verkürzt und nur elektronenmikroskopisch sichtbar. Die Geißel hat ihren 
Ursprung in der Geißeltasche (=flagellar pocket) und ist  eng assoziiert mit  dem Kinetoplasten. Dieser ist  Teil 
des einzigen Mitochondriums der Zelle. Zwischen Kinetoplast  und Nukleus befindet sich der Golgi-Apparat. 
Das endoplasmatische Retikulum ist  um den Nukleus herum organisiert. Unterschiedliche vesikuläre 
Organellen befinden sich im Zytoplasma: Autophagosome, Megasome, Acidocalcisome, Glykosome, 
Endosome. 
Besteiro et al., 2007
 
2.4 Therapiemöglichkeiten
Bis heute gibt es für Menschen weder eine Impfung noch medikamentelle Prophylaxe zum Schutz 
vor Leishmaniose. Die Bekämpfung der Leishmaniose ist  somit auf die Chemotherapie bestehender 




Zur Therapie stehen unterschiedliche Medikamente zur Verfügung. Als Standardtherapeutikum 
werden seit  über 60 Jahren fünfwertige Antimonverbindungen eingesetzt. Seit circa 20 Jahren 
schränkt das Aufkommen resistenter Erregerpopulationen die Nutzung dieser Medikamente regional 
jedoch stark ein (zu Antimonresistenz s. 2.5). In einigen Regionen Indiens sprechen über 60 % der 
erstmalig mit Antimonpräparaten behandelten Patienten aufgrund von resistenten Erregern nicht auf 
die Therapie an (Lira et al., 1999; Sundar et al., 2000). Da die Resistenzraten in Bihar, Indien, am 
höchsten sind, wird für diese Region Amphotericin B deoxycholat als Mittel der Wahl empfohlen. 
Im Mittelmeerbereich sowie zur Behandlung von HIV/Leishmania-Koinfektionen ist das Mittel der 
Wahl liposomales Amphotericin B. Alternativ werden Miltefosin, Paromomycin und Pentamidin zur 




Antimonverbindungen werden seit über 60 Jahren als Standardmedikament zur Behandlung der 
Leishmaniose eingesetzt. Noch immer werden sie von der WHO für die meisten Regionen als 
Mittel der Wahl empfohlen. Auch die kanine Leishmaniose wird in der Regel mit 
Antimonverbindungen behandelt. Erhältlich sind Natrium-Stibogluconat (Pentostam®) zur 
intravenösen oder intramuskulären Anwendung sowie Meglumin-Antimoniat (Glucantime®) zur 
intramuskulären Anwendung. Bei kutaner Leishmaniose können die Medikamente zusätzlich 
intraläsional injiziert werden. Empfohlen ist eine Behandlungsdauer von mindestens 28 Tagen. Dies 
erfordert einen stationären Aufenthalt im Krankenhaus, was mit  hohen Kosten und langzeitigem 
Arbeitsausfall des Patienten verbunden ist. Außerdem ist die Antimontherapie mit starken 
Nebenwirkungen verbunden, von denen vor allem die Kardio- und Nephrotoxizität gefährlich sind. 
Die aktive Komponente dieser Medikamente ist fünfwertiges Antimon (Sb(V)). Sb(V) muss zu der 
dreiwertigen Form (Sb(III)) reduziert werden, um leishmanizide Wirkung zu entfalten. Zu Beginn 
des 20. Jahrhunderts wurde Sb(III) direkt verabreicht, dies stellte sich jedoch als extrem toxisch und 
instabil in tropischem Klima dar (Brahmachari, 1922). Sowohl Promastigote als auch Amastigote 
sind empfindlich gegenüber Sb(III). Gegenüber den fünfwertigen Antimonverbindungen sind 
Promastigote jedoch unempfindlich (Ephros et al., 1999). Dies spricht dafür, dass Sb(V) in 
Promastigoten nicht zu Sb(III) reduziert wird. Es ist jedoch weder geklärt, ob die Reduktion von 
Sb(V) zu Sb(III) in der Amastigote direkt oder im Makrophagen stattfindet, noch durch welchen 
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Mechanismus diese Reaktion abläuft. 
Hinsichtlich des Ortes der Reduktion gibt es kontroverse Ansichten. Es gibt Untersuchungen, die 
zeigen, dass axenische Amastigote in der Lage sind Sb(V) zu Sb(III) zu reduzieren. Diese 
Reduktion fand in resistenten Parasiten verringert statt (Shaked-Mischan et al., 2000). Dies spricht 
für eine stadienspezifische Reduktion innerhalb der Amastigote. Es gibt jedoch auch 
Untersuchungen, die zeigen, dass axenische Amastigote weniger empfindlich gegenüber Sb(V) sind 
als intrazelluläre Amastigote (Sereno et al., 1998). Die Reduktion innerhalb des Makrophagen kann 
jedoch nicht sehr ausgeprägt sein, da Sb(III) bereits in geringen Dosen schädlich für die 
Makrophagen-ähnliche Zelllinie THP-1 ist, wohingegen Sb(V) auch in hohen Konzentrationen 
keine schädliche Wirkung für diese Zellen hat (Wyllie et al., 2006). Dies spricht dafür, dass 
zumindest nur ein Teil der Reduktion innerhalb des Makrophagen stattfindet und erst die 
vollständige Reduktion innerhalb der Parasiten zu letalen Dosen führt. 
Durch welchen Mechanismus die Reduktion stattfindet ist  unklar. Sowohl Trypanothion (TSH) als 
auch Glutathion (GSH) können Sb(V) zu Sb(III) nicht-enzymatisch reduzieren (Ferreira Cdos et al., 
2003; Frézard et al., 2001). Trypanothion ist ein Konjugat aus zwei Glutathionmolekülen, die durch 
ein Spermidinmolekül miteinander verbunden sind (Fairlamb et al., 1985). Es stellt  das Hauptthiol 
innerhalb der Leishmania Parasiten dar und ist einzig in den Kinetoplastida zu finden (Fairlamb et 
al., 1992). Glutathion ist ein wichtiges Thiol im Zytosol der Säugetierzelle. Beide Moleküle dienen 
der Abwehr von oxidativem Stress und der Regulation des Redoxstatus der Zelle. Promastigote 
haben jedoch höhere TSH- und GSH-Konzentrationen als Amastigote (Wyllie et al., 2004). Die im 
Vergleich zu Promastigoten erhöhte Sensitivität der Amastigoten gegenüber Sb(V) kann demnach 
nicht auf die Antimonreduktion durch TSH oder GSH allein zurückgeführt werden. Zwei 
Reduktasen wurden beschrieben, die ebenfalls in der Lage sind Sb(V) zu Sb(III) zu reduzieren. Eine 
thiol-abhängige Reduktase (TDR1; Denton et al., 2004), die höchst abundant in Amastigoten ist, 
nutzt Glutathion als Reduktant. Desweiteren wurde eine Reduktase in L. major identifiziert, die ein 
Homolog zu den Arsen Reduktasen in Saccharomyces cerevisiae darstellt und in Leishmania bei 
Überexpression eine erhöhte Sensitivität gegenüber Pentostam® hervorruft (LmACR2; Zhou et al., 
2004).
Um leishmanizide Wirkung zu entfalten, muss Antimon in die Wirtszelle aufgenommen werden und 
die Membran des Phagolysosoms überqueren. Sb(V) und Sb(III) werden durch unterschiedliche 
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Mechanismen aufgenommen (Brochu et al., 2003). Die Aufnahme von Sb(III) erfolgt durch das 
Membranprotein Aquaglyceroporin 1 (AQP1; Gourbal et al., 2004). Wie Sb(V) in die Zelle gelangt 
ist nicht abschließend geklärt. 
Der Wirkungsmechanismus der Antimonverbindungen beruht hauptsächlich auf einer Interaktion 
mit dem Thiolmetabolismus der Parasiten. Die Pufferkapazitäten der Thiole werden durch zwei 
Mechanismen verringert. Zum einen werden Trypanothion und Glutathion durch Komplexierung 
mit Sb(III) aus der Zelle geschleust. Desweiteren erfolgt eine Hemmung der Trypanothion-
Reduktase. Diese katalysiert die Regeneration von Trypanothion aus der Disulfidform. Durch die 
Hemmung kommt es somit zu einer Akkumulation der Disulfidform von Trypanothion. Der 
Redoxstatus der Zelle kann nicht mehr aufrechterhalten werden (Wyllie et al., 2004). Gleichzeitig 
führt die Antimontherapie zu erhöhtem oxidativem Stress. Durch die Antimonbehandlung kommt es 
zu einer Aktivierung der extracellular signal-related kinase ERK-1 und ERK-2. Dies führt zu einer 
erhöhten Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), was zu der Abtötung der Parasiten 
führt. Desweiteren wird die mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) aktiviert. Darauffolgend 
kommt es zu einer Ausschüttung des Tumornekrosefaktors alpha (TNF-alpha), was in der 
Produktion von NO resultiert (Basu et al., 2006). Daher ist die Funktionalität des Immunsystems 
mitentscheidend für den Erfolg der Antimontherapie. Dies hat zur Folge, dass die Therapie bei 
immundefizienten Patienten weniger wirksam ist. Vor allem in Hinblick auf die Therapie von HIV/
Leishmania-Koinfektionen ist dies von Bedeutung. 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Antimon oxidativen Stress hervorruft und gleichzeitig 
die Pufferkapazitäten der Zelle durch die Verringerung intrazellulärer Thiolkonzentrationen 
herabsetzt. 
 2.4.2 Amphotericin B
Aufgrund der hohen Resistenzraten gegenüber Antimonverbindungen in Nordindien wird für diese 
Region Amphotericin B deoxycholat als Mittel der Wahl empfohlen. Es hat sehr hohe Heilungsraten 
von fast  100 %. Die Gabe erfolgt intravenös über einen Zeitraum von circa 20 Tagen. Die hohe 
Toxizität erfordert  eine langsame und vorsichtige intravenöse Applikation. Die Therapie ist 
ebenfalls häufig von starken Nebenwirkungen wie Myokarditis und Nephrotoxizität begleitet. 
Daher erfordert auch diese Behandlung den stationären Aufenthalt in einem Krankenhaus und die 
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strikte Überwachung des Patienten. Die Herstellung des weniger toxischen liposomalen 
Amphotericin B (AmBisome®) führte zu einer Reduktion der Nebenwirkungen (Gangneux et al., 
1996). Die sehr hohen Kosten für diese Therapie sowie die Instabilität in tropischem Klima machen 
jedoch den standardmäßigen Einsatz in Endemiegebieten unmöglich (Freitas-Junior et al., 2012). 
Amphotericin B ist  ein Polyenantibiotikum. Es bindet an Ergosterol, welches eine Komponente der 
Leishmania Zellmembran ist. Durch diese Interaktion wird die Membranpermeabilität verändert, 
was zum Absterben der Zelle führt (Roberts et al., 2003). 
 2.4.3 Paromomycin
Das Aminoglykosid-Antibiotikum Paromomycin wird zur Behandlung unterschiedlicher 
bakterieller sowie parasitärer Infektionen eingesetzt. In Indien ist es zur Behandlung der viszeralen 
Leishmaniose zugelassen. Die Behandlungsempfehlung beinhaltet eine tägliche intramuskuläre 
Injektion über einen Zeitraum von 21 Tagen. Zur Behandlung der kutanen Leishmaniose ist 
Paromomycin auch als topische Anwendung verfügbar. Die Heilungsrate von 95 % ist mit  der 
Heilungsrate von Amphotericin B vergleichbar (Sundar et al., 2007). Die Kosten für die Therapie 
sind vergleichsweise gering. Daher wird Paromomycin häufig bei Patienten eingesetzt, die auf eine 
Antimontherapie nicht angesprochen haben, sich die erheblich kostenintensiveren 
Alternativmedikamente wie AmBisome® jedoch nicht leisten können. 
Paromomycin hemmt durch Interaktion mit den Ribosomen die Proteinsynthese der Parasiten und 
führt zu erhöhter Fehlerrate während der Translation (Maarouf et al., 1997). So kommt es zu einer 
Wachstumshemmung der Parasiten. Es findet keine Bindung an den Ribosomen der Wirtszelle statt, 
so dass diese nicht geschädigt wird (Fernández et al., 2011). 
 
 2.4.4 Miltefosin
Miltefosin (Impavido®), ein Hexadecylphosphocholin, wurde ursprünglich in der Krebstherapie 
eingesetzt. Seit 2002 ist es zur Behandlung der humanen sowie der kaninen Leishmaniose 
zugelassen. Der große Vorteil dieses Medikaments ist, dass es oral verabreicht werden kann. Somit 
entfallen die Kosten sowie die langen Arbeitsausfälle durch stationäre Krankenhausaufenthalte. Die 
orale Einnahme erfordert jedoch eine hohe compliance des Patienten bzw. im Fall der kaninen 
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Leishmaniose des Patientenbesitzers, um Rückfälle sowie das Auftreten von Resistenzen zu 
verhindern. Durch Punktmutationen konnten in vitro bereits resistente Parasiten generiert werden 
(Perez-Victoria et al., 2001). Es wurde ebenfalls bereits ein Gen identifiziert, welches bei 
Überexpression Miltefosinresistenz vermittelt  (Choudhury et al., 2008). Auch hat Miltefosin eine 
sehr lange Halbwertszeit von 150 Stunden. Diese Faktoren begründen die Befürchtung, dass 
Resistenzen durch nicht korrekte Einnahme schnell auftreten könnten. Dies könnte auch dadurch 
begünstigt werden, dass Impavido® in Indien frei erhältlich ist. Die Behandlung wird 
dementsprechend häufig nicht von einem Arzt überwacht. 
Die Nebenwirkungen von Miltefosin sind, verglichen mit  den anderen anti-Leishmania 
Medikamenten, gering. Es handelt  sich hauptsächlich um gastrointestinale Beschwerden durch die 
orale Einnahme. Ein großes Problem ist die Teratogenität von Miltefosin, aufgrunddessen es nicht 
an Frauen im gebärfähigen Alter verabreicht werden darf (Sundar et al., 2002). 
Miltefosin induziert in Leishmania Zelltod durch Einleitung eines Apoptose-ähnlichen Vorgangs 
(Verma et al., 2004; Khademvatan et al., 2009 und 2011). Der genaue molekulare 
Wirkungsmechanismus ist jedoch nicht bekannt. 
 
 2.4.5 Pentamidin
Pentamidin wird seit den 1980er Jahren als Medikation zur Behandlung der Leishmaniose 
eingesetzt. Die Heilungsrate war mit 95 % ursprünglich sehr hoch, jedoch wird heutzutage häufig 
Therapieversagen beobachtet. In einer Studie von Andersen et al. (2005) konnten von 40 Patienten 
mit kutaner Leishmaniose durch eine Pentamidinbehandlung nur 35 % geheilt werden. Pentamidin 
sollte daher nur als Medikament der zweiten Wahl gesehen werden.
  
Der Wirkungsmechanismus beruht auf der Inhibierung der Polyaminbiosynthese und der Störung 
des mitochondrialen Membranpotenzials, was zu einer Abtötung der Parasiten führt (Bray et al., 
2003; Vercesi et al., 1992).
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2.5 Antimonresistenz in Leishmania spp. 
Nach einer Leishmaniose-Epidemie in Bihar, Indien, Ende der 1970er Jahre, wurde festgestellt, dass 
30 % der mit Antimonverbindungen behandelten Patienten nicht auf die Therapie ansprachen 
(Peters, 1981). Seitdem wurden die empfohlene Antimonkonzentration und die Behandlungsdauer 
als Reaktion auf resistente Erreger stetig erhöht. Es kam jedoch immer wieder zu hohen 
Resistenzraten und die Gefahr kardiovaskulärer Nebenwirkungen stieg. Das Auftreten resistenter 
Erregerpopulationen liegt hauptsächlich an falscher Anwendung des Medikaments. In Indien ist 
Sb(V) frei erhältlich. Daher kommt es häufig zu Nichtbeachtung der Anwendungsempfehlungen 
und somit zu falschen Dosierungen. Auch wird die Therapie aufgrund der starken Nebenwirkungen 
häufig frühzeitig abgebrochen. Die Parasiten werden zu geringen Sb(V)-Konzentrationen ausgesetzt 
und somit erfolgt im Patienten eine Selektion auf resistente Erreger. 
Die Problematik der Medikamentenresistenz ist in den verschiedenen Leishmania-Spezies 
unterschiedlich stark verbreitet. Dies ist hauptsächlich auf unterschiedliche Reservoirwirte 
zurückzuführen. L. donovani wird anthroponotisch übertragen. Somit erfolgt keine Gegenselektion 
der resistent gewordenen Erreger. Daher sind die Resistenzraten bei dieser Spezies besonders hoch. 
L. infantum dagegen wird zoonotisch übertragen. Als Reservoirwirt dienen vor allem Hunde. Da die 
Erlangung von Medikamentenresistenz häufig metabolische Nachteile für die Parasiten mit sich 
bringt, ist die Wahrscheinlichkeit, dass resistente Parasiten sich ohne entsprechende Selektion 
gegenüber nicht-resistenten Parasiten durchsetzen, gering. Die Problematik der 
Medikamentenresistenz ist daher in der Spezies L. infantum nicht sehr ausgeprägt. Da infizierte 
Hunde heutzutage jedoch häufig ebenfalls mit Sb(V) behandelt werden, ist eine Steigerung der 
Resistenzrate auch für diese Spezies zu erwarten. 
In den letzten Jahren konnten mehrere Resistenzmechanismen auf molekularer Ebene aufgeklärt 
werden. Es gibt jedoch einige Einschränkungen hinsichtlich der bisherigen Forschungsergebnisse 
zu antimonresistenten Leishmaniae:
i) Viele Experimente wurden mit  der Spezies L. tarentolae durchgeführt. Diese Spezies hat keine 
Säugetiere als Wirt. Die Ergebnisse können daher nicht einwandfrei auf die anderen Leishmania-
Spezies übertragen werden. 
ii) Parasiten wurden häufig auf Resistenz gegenüber Metallen selektiert, die mit Antimon verwandt 
sind, z.B. Arsen. Es ist  nicht mit Sicherheit zu sagen, dass diese Resistenzmechanismen direkt mit 
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den Antimonresistenzmechanismen vergleichbar sind. 
iii) Häufig werden Untersuchungen nur mit Promastigoten und Sb(III) durchgeführt. Die klinisch 
relevante amastigote Form wird jedoch mit Sb(V) behandelt. Daher wäre es wichtig immer zu 
überprüfen, ob die in Promastigoten entdeckten Resistenzmechanismen gegen Sb(III) auch 
Amastigote vor Sb(V) schützen. 
Die in vitro Generierung von resistenten Parasiten lässt immer die Frage offen, inwiefern diese 
Resistenzmechanismen auch im Feld auftreten. Daher wird hier nur auf Resistenzmechanismen 
eingegangen, die in Patientenisolaten bestätigt werden konnten. 
1) Verringerte Aufnahme von Sb(III) in die Zelle
Die Wirksamkeit  der Antimontherapie ist  abhängig von der intrazellulären Akkumulation von 
Sb(III). Diese kann durch geringere Aufnahme von Sb(III) verringert werden. Sb(III) wird durch ein 
Aquaglyceroporin (AQP1) in die Zelle aufgenommen (s. 2.4.1). Die AQP1-mRNA-Menge war bei 
diversen antimonresistenten Leishmania-Spezies verringert, was zu verringerter intrazellulärer 
Akkumulation von Sb(III) führte (Marquis et al., 2005). Auch bei antimonresistenten 
Patientenisolaten aus Nepal konnte eine verringerte AQP1-Expression festgestellt werden 
(Decuypere et al., 2005). 
2) Kompensation der Trypanothionverluste durch erhöhte Thiolsynthese
Da Sb(III), wie unter 2.4.1 beschrieben, vermutlich in den Trypantothionmetabolismus der Parasiten 
eingreift, ist die Modifizierung dieses Stoffwechselwegs eine weitere Möglichkeit zur  Ausbildung 
von Res i s tenz gegenüber de r Ant imontherap ie . Erhöh te Trypanoth ion- und 
Glutathionkonzentrationen konnten in antimonresistenten L. donovani Feldisolaten aus Indien 
festgestellt  werden. Durch Zugabe von L-buthionine [S,R]-sulfoximine (BSO), einem Inhibitor der 
Glutathionsynthese, erhöhte sich die Sensitivität der Parasiten gegenüber Sb(III) (Mittal et al., 
2007). Dies zeigt, dass die Thiolkonzentration innerhalb der Zelle ein wichtiger Faktor hinsichtlich 
der Antimonresistenz ist. 
Die entscheidenden Enzyme in der Trypanothionsynthese sind Ornithindecarboxylase und gamma-
Glutamylcysteinsynthetase. Eine erhöhte Expression der für diese Enzyme kodierenden Gene 
konnte in antimonresistenten L. donovani Patientenisolaten festgestellt werden. Diese erhöhte 
Expression resultierte in erhöhten Trypanothionkonzentrationen (Mukherjee et al., 2007). 
Durch die erhöhte Thiolsynthese kann vermutlich der Verlust von Trypanothion durch 
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Ausscheidung mit  Sb(III) teilweise ersetzt werden. Desweiteren kann das durch die Akkumulation 
von Thiolen in der Disulfidform gestörte Redoxpotential wieder hergestellt werden (Wyllie et al., 
2004). 
3) Herabregulation von MAPK1 (mitogen activated protein kinase 1)
In antimonresistenten L. donovani Patientenisolaten konnte eine Herabregulation der MAPK1 
festgestellt  werden. Bei Überexpression erfolgte eine Sensibilisierung der Zellen gegenüber Sb(III) 
und Sb(V) (Ashutosh et al., 2012). Der Resistenzmechanismus ist jedoch noch nicht aufgeklärt. 
2.6 Genetische Komplementation
Das Gen LbrM20_V2.0210 wurde durch die Methode der genetischen Komplementation 
(functional cloning) identifiziert. Dieses Gen diente als Grundlage für die vorliegende Arbeit, daher 
wird diese Methode nachfolgend beschrieben. 
Durch die Methode der genetischen Komplementation kann das komplette Genom eines 
Organismus schnell und unvoreingenommen auf verschiedene Merkmale untersucht werden. Es 
wird ein Donor-Stamm und ein Akzeptor-Stamm benötigt. Der Donor-Stamm besitzt den 
charakteristischen Phänotyp, beispielsweise Sb(III)-Resistenz. Die genomische DNA dieser 
Population dient zur Herstellung einer Cosmidbank. Diese Cosmidbank wird in den Akzeptor-
Stamm, der das charakteristische Merkmal nicht besitzt, transfiziert. Durch nachfolgende Selektion 
auf den gewünschten Phänotyp, z.B. mit Sb(III), gefolgt von Reisolation und Analyse der Cosmide 























     Abb.6           Prinzip der genetischen Komplementation 
Die genomische DNA (gDNA) des Donor-Stamms wird in Form einer Cosmidbank in den Akzeptor-
Stamm transfiziert. Durch Selektion auf den gewünschten Phänotyp, gefolgt  von Reisolation und 
Analyse der Cosmide aus den überlebenden Populationen, können beteiligte Gene identifiziert werden. 
Modifizert nach: Clos & Choudhury, 2006
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3 Material und Methoden
3.1 Material
 3.1.1 Chemikalien
Bezeichnung      Hersteller
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-  Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D
ethansulfon- säure (HEPES)      
6-Biopterin      Fluka, Buchs, CH
Adenin      Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Agar        Fluka, Buchs, CH
Agarose                                           Biozym, Hess. Oldenburg, D
Ammoniumacetat           Merck, Darmstadt, D
Ampicillin      Ratiopharm, Ulm, D
ATP (Adenosintriphosphat)    Boehringer, Mannheim, D
Bromphenolblau Natriumsalz         Merck, Darmstadt, D
BSA 100 x      New England Biolabs, Ipswich, USA     
Calciumchlorid-Dihydrat    Merck, Darmstadt, D
Chloroform      Merck, Darmstadt, D          
Dimethylsulfoxid (DMSO)                                Merck, Darmstadt, D
Di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)   Merck, Darmstadt, D
Essigsäure       Merck, Darmstadt, D
Ethanol       Merck, Darmstadt, D
Ethidiumbromid             Roche Diagnostics, Risch, CH
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)  Serva, Heidelberg, D
Formamid       Merck, Darmstadt, D
Fötales Kälberserum (FCS)            Hyclone Perbio, Bonn, D
Geneticindisulfat (G418)    Invitrogen, Karlsruhe, D
Gentamycin       Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Glukose      Merck, Darmstadt, D
Glycerin       Merck, Darmstadt, D
Glycin       AppliChem GmbH, Darmstadt, D
Haemin       Serva, Heidelberg, D
Isoamylalkohol      Merck, Darmstadt, D
Isopropanol       Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D
Kaliumacetat       Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D     
Kaliumchlorid (KCl)      Merck, Darmstadt, D
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4)            Merck, Darmstadt, D
LB-Agar und LB-Broth                                             Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
L-Glutamin-Penicillin-Streptomycin                   Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
L-Phenylalanin                                              Merck, Darmstadt, D
M199-Medium, 10-fach                               Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Maltose                                               Merck, Darmstadt, D
Magnesiumsulfat-Heptahydrat    Merck, Darmstadt, D
Magnesiumchlorid-Hexahydrat               Merck, Darmstadt, D
Methanol                                             Merck, Darmstadt, D
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Natriumacetat      Serva, Heidelberg, D
Natriumchlorid (NaCl)     Merck, Darmstadt, D
Natriumbicarbonat             Serva, Heidelberg, D
Natriumhydrogenphosphat      Merck, Darmstadt, D
Natriumdodecylsulfat (SDS)     Merck, Darmstadt, D
Natriumhydrogencarbonat                            Serva, Heidelberg, D
NEB-Puffer 1, 2, 3, 4     New England Biolabs, Ipswich, USA                               
Pentostam®                                        Glaxo-Smith Kline, USA           
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)         Biomol GmbH, Hamburg, D                             
Phenol/Tris-gesättigt      Biomol GmbH, Hamburg, D
Potassium antimonyl tartrate     Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Salzsäure (HCL) 32 %    Merck, Darmstadt, D
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan    Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D
Xylenxyanol      Merck, Darmstadt, D
 3.1.2 Geräte und sonstige Materialien
Bezeichnung       Hersteller
 
Biomate 3 Spectrophotometer   Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Biometra UV Band-Elutor              Biometra, Göttingen, D                                                                    
Branson Sonifier 250                          G. Heinemann, Schwäbisch Gmünd                                            
Brutschrank, Modell: 3324009903100                      WTC Binder, Tuttlingen, D                                   
Brutschrank, Heraeus B 6060                                    Heraeus, Hannover, D                                           
CASY® Cell Counter & Analyser System                Roche Innovartis AG, Bielefeld, D                       
Cellophan Folien (24x24 cm)                                 Carl Roth, Karlsruhe, D                                    
Electrophoresis Power Supply-EPS301                     Amersham, Buckinghamshire, UK                       
Elektroporationsküvetten (0,4 cm)                            Bio-Rad, München, D                                           
Eppendorf Centrifuge 5415 D                                    Eppendorf, Hamburg, D                                       
Eppendorf Centrifuge 5810 R                                    Eppendorf, Hamburg, D                                        
Eppendorf Centrifuge 5417 R                                    Eppendorf, Hamburg, D                                        
Eppendorf Mastercycler gradient                              Eppendorf, Hamburg, D                                      
Epi-Fluoreszenzmikroskop                                        Leica, Solms, D                                                     
Faltenfilter (∅ 185 mm)                                        Schleicher & Schüll, Dassel, D                          
GenePulserTM                                                           BioRad, München, D                                            
HisBind Resin                                                      Novagen, Madison, U.S.A.                                
InnovaTM 4400 incubator shaker                   New Brunswick Scientific, New Jersey, USA 
Invertoskop ID03                Zeiss, Oberkochen, D
J2-21 Zentrifuge                                                         Beckmann Coulter, Fullerton, USA                      
J2-HS Zentrifuge                                                   Beckmann Coulter, Fullerton, USA   
Kryoröhrchen        Nalgene, Neerijse, B                                           
Lab-Tek 8-Well chamber slides                           Nunc, Roskilde, Dänemark                        
MicroPulserTM      BioRad, München, D
Neubauer-Zählkammer, 0,02 mm Tief  Assistent, Sondheim, D
Owl A5 Large Gel System    Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Pasteurpipetten, Glas     Brand, Wertheim, D
PerfectBlue Gelsystem    Peqlab, Erlangen, D
pH 211 Microprocessor pH Meter   Hanna Instruments®, Woonsocket, USA                      
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Reichert Ultracut E                                   Leica, Wetzlar, D                                 
Rotorgene 3000             Corbett, Sydney, Australien
Sicherheitswerkbank HERAsafe®   Heraeus, Hannover, D
Standard PowerPack P25    Biometra, Göttingen, D
SwitchBackTM Pulse Controller PC500   Hoefer, San Francisco, USA                        
TrayCell - Faseroptische Ultra-Mikro-Messzelle       Hellma GmbH & Co. KG, Müllheim, D              
PVDF Membran Fluorotrans, 0,2 µM   Pall, Europe, Portsmouth, U.K                                                  
Quick-seal tubes                                       Beckman Coulter, Fullerton, U.S.A.                     
Vortexer VF2                                                             IKA®-Werke GmbH & Co. KG Staufen, D 
Zellkulturflaschen T25, T75, T175            Sarstedt, Nümbrecht, D                        
Zellschaber (16 cm, 25 cm)    Sarstedt, Nümbrecht, D
 3.1.3 Kits 
Bezeichnung       Hersteller  
NucleoSpin Extract II Kit    Macherey-Nagel, Düren, D                           
RNeasy® Mini Kit      Qiagen, Hilden, D                                  
InviTrap® Spin Cell RNA Mini Kit   Stratec molecular                  
DyNAmoTM cDNA Synthesis Kit   Finnzymes                                    
DyNAmoTM Color Flash SYBR® GreenqPCR Kit     Finnzymes                       
iProof PCR-Kit       BioRad, München, D
 3.1.4 Enzyme und Größenstandards 
Bezeichnung      Hersteller
GeneRuler 1kb DNA Ladder    Fermentas, Vilnius, Litauen 
iProof High-Fidelity Master Mix   BioRad, München, D
PageRuler Prestained Protein Ladder   Fermentas, Vilnius, Litauen    
PageRuler Unstained Protein Ladder   Fermentas, Vilnius, Litauen
Restriktionsenzyme     New England Biolabs, Beverly, U.S.A.
RNase A      Sigma, St. Louis, U.S.A.
T4-Ligase      New England Biolabs, Beverly, U.S.A.
 3.1.5 Verwendete Oligonukleotide 
Tab. 1 Auflistung der verwendeten Oligonukleotide




























pCL-linker + CATGCATATGGGCCCCGGGA Klonierung pCL2neo

























RT-Aktin-F1 TGGCACCATACCTCTACAACGAG real-time RT-PCR 
Quantifizierung Aktin




















































































































pUC19: Für die Subklonierung von PCR-Produkten wurde der pUC19, ein häufig benutzter E. coli 
Klonierungsvektor, verwendet. Dieses high-copy number Plasmid hat eine Größe von 2686 bp und 
besitzt das β-Lactamase-Gen, welches Ampicillin-Resistenz verleiht und somit eine Selektion in 
Bakterien ermöglicht. 
pCLneo: Die pCL-Vektoren basieren auf dem cosmid shuttle vector pcosTL und dem pUC19-
Vektor. Desweiteren wurden flankierende Sequenzen von L. donovani und L. mexicana aus dem 
Vektor pIRmcs3+ eingefügt. In dieser Arbeit wurde der Vektor pCLneo für die episomale 
Expression von LinJ34.0210 und LinJ34.0220 in Leishmanien verwendet. pCLneo hat eine Größe 
von 7633 bp und besitzt  das β-Lactamase-Gen sowie das Neomycinphosphotransferase-Gen. Dieses 
Gen verleiht G418-Resistenz und ermöglicht somit die Selektion auf rekombinante Leishmanien. 
pCL2neo::eGFP: Der Vektor pCL2neo::eGFP ermöglicht  die Expression von Proteinen mit einem 
C-terminalen eGFP-tag. Der Vektor unterscheidet sich von dem Vektor pCLneo::eGFP durch die 
zusätzlichen Restriktionsschnittstellen NsiI, SmaI und NdeI in der multiple cloning site (mcs). Er 
wurde in der voliegenden Arbeit für den Versuch verwendet, ARM58 in der Zelle zu lokalisieren.
mCHERRY::pCL2neo: Die Expression von mCHERRY-Protein-Chimären wird durch den Vektor 
mCHERRY::pCL2neo ermöglicht. Die mCHERRY-Expressionskassette stammt aus dem pOB90-
Vektor (von V. Heussler, BNI, Hamburg, zur Verfügung gestellt) und wurde in die mcs des Vektors 
pCL2neo ligiert. Durch den N-terminalen mCHERRY-tag konnte die subzelluläre Lokalisation von 
ARM58 untersucht werden.  
pJC45: Der bakterielle Expressionsvektor pJC45 (Schlüter et al., 2000) wurde zur Expression von 
ARM58 in E. coli verwendet. pJC45 ist ein Derivat von pJC40 (Clos et al., 1994). Das high-copy 
number Plasmid hat eine Größe von 2402 bp. Der Vektor trägt ein lac-Operon und einen T7-
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Promotor, um eine regulierte und effiziente Transkription des Zielgens durch Zugabe von IPTG zu 
gewährleisten. Desweiteren kodiert er zehn Histidine ((His)10) am N-Terminus des rekombinanten 
Proteins, um eine Aufreinigung des Proteins mittels Nickel-Chelat-Affinitätschromatografie zu 
ermöglichen. pJC45 enthält das  pUC origin of replication und das β-Lactamase-Gen.
 3.1.7 Verwendete Organismen und Stämme
Leishmanien
Die Experimente in dieser Arbeit wurden mit Leishmania infantum und Leishmania donovani 
durchgeführt. 
Es wurde der Leishmania infantum Stamm MHOM/FR/91/ LEM 2259 zymodeme MON-1 Klon 
3511 verwendet. Dieser Stamm wurde aus dem Knochenmark eines HIV-Patienten mit VL isoliert, 
und ursprünglich freundlicherweise von A. Sulahian (Laboratoire de Parasitologie-Mycologie, 
Université Paris VII) zur Verfügung gestellt. Es bestehen keine Angaben hinsichtlich der 
Antimonsensitivität. 
Der verwendete Leishmania donovani Stamm BPK091 stammt aus Nepal und wird als Sb(V)-
sensitiv eingestuft. 
Bakterien
Zur Vermehrung von Plasmiden wurde der E. coli DH5α subcloning efficiency Stamm verwendet. 
Zur Expression rekombinanter Proteine wurde der E. coli BL21(DE3) [pAPlacIQ] Stamm 
eingesetzt. Dieser leitet sich vom BL21(DE3) Stamm (Novagen) ab und wurde von O. Fayet 
(Centre National De La Recherche Scientifique, Toulouse) zur Verfügung gestellt. Der Unterschied 
zum BL21(DE3) Stamm besteht im Vorhandensein eines zusätzlichen Plasmids, auf dem sich ein 
weiteres Gen für den lac- Repressor sowie ein Gen für die Kanamycin-Resistenz befindet.
Mäuse





Zur Herstellung eines polyklonalen anti-ARM58 Antikörpers diente ein Huhn. Dies wurde von der 
Firma Charles River erworben. 
 3.1.8 Nährmedien und Antibiotika
Leishmanien
M199-Medium, komplementiert; pH 7,0
1x M199-Medium
20 % hitzeinaktiviertes FCS (30 min., 56 °C)                                                                               
0,035 % Natriumhydrogencarbonat
40 mM HEPES (pH 7,4)
10 µg/ml Haem                                     
100 µM Adenin                                            
1,2 µg/ml 6-Biopterin                                       
2 mM L-Glutamin
Einfriermedium
30 % komplementiertes M199-Medium        










55 % IMDM (ohne Glutamin)
10 % inaktiviertes FCS (30min., 56°C) 
5 %  Pferdeserum





10 % inaktiviertes FCS (30 min., 56 °C)
5 % L-Glutamin-PenStrep 







 3.1.9 Häufig verwendete Lösungen und Puffer
Tab. 3 Auflistung verwendeter Lösungen und Puffer
Bezeichnung Zusammensetzung
1x PBS 2,68 mM KCl, 1,47 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 8,1 mM Na2HPO4
1x TAE 1 mM EDTA (pH 8,0), 40 mM Tris-Acetat
1x TBS (pH 7,2) 150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl (pH 7,2)




21 mM HEPES (pH 7,5), 137 mM NaCl, 5 mM KCl, 0,7 mM Na2HPO4, 6 mM 
Glucose
6x Ladepuffer 85 % Formamid, 10 mM EDTA (pH 8,0), 1 mg/ml Bromphenolblau, 1 mg/ml 
Xylenxyanol
AP-Puffer 100 mM Tris-HCl (pH 9,5), 100 mM NaCl, 10 mM MgCl2
Blotpuffer 48 mM Tris, 39 mM Glyzin, 0,037 % SDS, 20 % Methanol
Plasmidlösung 1 50 mM Glukose, 10 mM EDTA (pH 8,0), 25 mM Tris
Plasmidlösung 2 0,2 N NaOH, 1 % SDS
Plasmidlösung 3 3 M Kaliumacetat, 2 M Essigsäure
TE 10 mM Tris, 1 mM EDTA (pH 8,0)





 3.2.1 Leishmanien Zellkultur
 3.2.1.1 Kultivierung promastigoter Leishmanien
Promastigote Leishmanien wurden in 25 cm2 Zellkulturflaschen bei 25 °C und limitierter 
Luftzufuhr in komplementiertem M199-Medium kultiviert. Bei transfizierten Kulturen wurde dem 
Medium das entsprechende Antibiotikum hinzugefügt. Je nach Wachstumsverhalten der Parasiten 
erfolgte 1-2 mal wöchentlich eine Verdünnung der Kulturen auf 5x105 - 1x106 Zellen/ml, um 
logarithmisches Wachstum zu gewährleisten. Die Zelldichte wurde mit  einem CASY® Cellcounter 
& Analyzer bestimmt. Hierfür wurden die Zellen 1:1000 in einer Elektrolytlösung (CASYton®) 
verdünnt. Von dieser Verdünnung wurden pro Messung 2x200 µl durch eine Kapillare gesogen und 
die Zellen durch die durch sie verursachte Veränderung des Widerstands registriert. Es erfolgte 
immer die Durchführung von Doppelbestimmungen. 
 
 3.2.1.2 Kryokonservierung von Leishmanien
Die Langzeitlagerung von Leishmanien erfolgte unter Zugabe von DMSO in der Gasphase von 
flüssigem Stickstoff. Hierfür wurden Zellen aus einer logarithmisch wachsenden Kultur 
sedimentiert (1250 xg, 10 min., 4 °C) und in 1xPBS gewaschen. Das Zellsediment wurde in kaltem 
Einfriermedium, gemischt mit 1 Volumen komplementiertem M199-Medium, aufgenommen und in 
vorgekühlte Kryoröhrchen aliquotiert. Pro Aliquot wurden 1x108 Zellen eingefroren. Um eine 
langsame Abkühlung der Zellen zu gewährleisten erfolgte für mindestens 2 Stunden eine Lagerung 
in Styroporboxen bei -70 °C. Dann erfolgte die Überführung in den Kryotank. 
 3.2.1.3 Transfektion von Leishmanien mittels Elektroporation
Als Transfektion bezeichnet man das Einbringen von DNA in eukaryotische Zellen. Die 
Elektroporation ist eine Form der Transfektion, bei der die Zellmembran durch einen elektrischen 
Puls hoher Feldstärke permeabilisiert wird, so dass die DNA in das Zellinnere gelangen kann. 
Lineare DNA kann durch homologe Rekombination in das Genom integriert werden. In der 
vorliegenden Arbeit handelte es sich um das Einbringen zirkulärer DNA, die nach erfolgreicher 
Transfektion episomal im Organismus vorlag. 
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Für die Transfektion wurden Zellen aus einer logarithmisch wachsenden Kultur sedimentiert (1250 
xg, 10 min., 4 °C) und zweimal in kaltem 1xPBS sowie einmal in kaltem Elektroporationspuffer 
gewaschen. Die Zellen wurden in Elektroporationspuffer aufgenommen, so dass pro 400 µl 4x107 
Zellen vorhanden waren. Pro Ansatz wurden 20 µg hochreine Plasmid-DNA in eine kalte 
Elektroporationsküvette (4 mm) vorgelegt und 400 µl Zellsuspension hinzugefügt. Als Kontrolle 
diente jeweils ein Ansatz ohne DNA. Die Elektroporation erfolgte mit dem GenePulser (Biorad) 
durch drei Stromstöße bei einer Stromstärke von 1,5 kV, einem Widerstand von 200 Ω und einer 
Kapazität von 25 µF. Die Zeitkonstante lag bei etwa 1 ms. Zur Regeneration wurden die Zellen 10 
Minuten auf Eis inkubiert, bevor sie in 10 ml komplementiertes M199-Medium mit 100 U/ml 
Penicillin und 100 µg Streptomycin überführt wurden. Es erfolgte die Inkubation bei 25 °C. Nach 
24 Stunden wurde dem Medium zur Selektion auf rekombinante Parasiten das entsprechende 
Selektionsantibiotikum hinzugegeben. In dieser Arbeit  wurde für die episomale Expression von 
Genen der Vektor pCLneo verwendet (s. 3.1.6). Daher wurde den Kulturen 50 µg/ml G418 
hinzugefügt. Bei der folgenden Kultivierung wurden die Transfektanten und die Kontrollpopulation 
stets gleich verdünnt. Die Transfektion war mit dem vollständigen Absterben der 
Kontrollpopulation abgeschlossen.
 3.2.1.4 Fixierung von Zellen auf Objektträgern    
Zur Fluoreszenzmikroskopie wurden promastigote Leishmanien sowie infizierte Makrophagen auf 
Objektträgern fixiert. Zur Vorbereitung der Promastigoten wurden 1x107 Zellen aus einer 
logarithmisch wachsenden Kultur sedimentiert  (1250 xg, 10 min., 4 °C) und zweimal in kaltem 
1xPBS gewaschen. Die pelletierten Zellen wurden in 1 ml 1xPBS aufgenommen. Pro Objektträger 
wurden 20 µl der Zellsuspension ausgestrichen und getrocknet. Die Fixierung der Promastigoten 
wie auch der infizierten Makrophagen erfolgte in eiskaltem Methanol für 10 Minuten. Nachdem die 
Objektträger getrocknet waren, wurden die Promastigoten mit einem Fettstift (PapPen®, G.Kisker) 
umrandet und die Objektträger bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert  (zu Immunfluoreszenzassay  s.
3.2.5.2). 
 3.2.1.5 In vitro Infektionsstudien
Infektionsstudien wurden mit murinen Knochenmarksmakrophagen durchgeführt. Durch Zugabe 
des macrophage-colony stimulating factors (M-CSF) differenzieren Knochenmarksstammzellen 
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innerhalb von 10 Tagen zu Makrophagen aus. M-CSF wird von der Fibroblastenzelllinie L929 in 
den Überstand produziert  und wurde durch Kultivierung dieser Zellen gewonnen. Dazu wurden die 
L929-Zellen in Zellkulturflaschen ausgesät und in komplementiertem RPMI-Medium (s. 3.1.8) bei 
37 °C und 9 % CO2 kultiviert. Zweimal wöchentlich wurde der Überstand abgenommen. Nach 
Zentrifugation (3220 xg, 10 min., 4 °C) und Sterilfiltration des Überstandes wurde dieser in 50 ml 
Falcons aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Die Zellen wurden mit 
Trypsin-EDTA abgelöst und zur weiteren Kultivierung auf zwei Zellkulturflaschen aufgeteilt. 
Um murine Knochenmarksstammzellen zu isolieren wurden Femur und Tibia einer C57Bl/6-Maus 
freipräpariert und aus den Gelenken gelöst. Die Knochen wurden 2 Minuten in 70% Isopropanol 
desinfiziert. Die Knochenenden wurden unter der Sterilwerkbank entfernt und das Knochenmark 
unter Verwendung einer 3ml Spritze und einer 0,4 µm Kanüle mit komplementiertem IMDM-
Medium (s. 3.1.8) in eine Petrischale gespült. Die Zellsuspension wurde in ein 15 ml Falcon 
überführt. Damit etwaige Knochensplitter absinken konnten, erfolgte eine 5-minütige Inkubation 
auf Eis. Der Überstand wurde in ein frisches 15 ml Falcon überführt. Nach Sedimentation (1250 xg, 
10 min., 4 °C) wurden die Zellen in 2 ml komplementiertem IMDM-Medium resuspendiert und in 
eine 175 cm2 große Zellkulturflasche mit Filter mit 50 ml vorgewärmtem komplementiertem 
IMDM-Medium überführt. Die Inkubation fand bei 37 °C und 9 % CO2 im Brutschrank statt. Nach 
3 Tagen wurde 25 ml komplementiertes IMDM-Medium hinzugefügt. An Tag 6 und Tag 9 wurde 
jeweils 25 ml altes Medium abgenommen und 25 ml frisches Medium hinzugegeben. An Tag 10 
wurden die Zellen geerntet. Mit Hilfe eines cell scrapers wurden sie von der Zellkulturflasche 
abgelöst und die Zellsuspension in ein 15 ml Falcon überführt. Nach Sedimentation (1250 xg, 10 
min., 4 °C) erfolgte die Resuspension in 5 ml komplementiertem IMDM-Medium. Mit Hilfe einer 
Neubauer Zählkammer (0,1 mm x 0,0025 mm2) wurden die Zellen gezählt. Um während des 
Zählens lebende von toten Zellen zu unterscheiden wurden 10 µl der Zellsuspension mit 90 µl 
Trypanblau (1:10 in 1xPBS) gemischt, bevor die Neubauer Zählkammer mit der Zellsuspension 
beladen wurde. 
Die Infektion der Zellen fand in 8-well chamber slides (Nunc) statt. Pro Kompartiment wurden 
2x105 Makrophagen in 500 µl komplementiertes IMDM-Medium eingesät. Nach Inkubation für 48 
Stunden bei 37 °C und 9 % CO2 wurde das Medium entfernt und die Zellen 2x mit warmem 1xPBS 
gewaschen. Dies diente der Entfernung von nicht adherierten Zellen. Pro Kompartiment wurden 
200 µl komplementiertes M199-Medium sowie 2x106 Leishmanien aus einer stationären Kultur 
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hinzugefügt. Das Makrophagen:Leishmanien Verhältnis betrug bei allen Versuchen 1:10. Nach 4-
stündiger Inkubation bei 37 °C und 9 % CO2 wurden die nicht-phagozytierten Leishmanien durch 
zweimaliges Waschen mit 1xPBS entfernt. Pro Kompartiment wurden 500 µl komplementiertes 
IMDM-Medium mit  der entsprechenden Pentostamkonzentration zugegeben. Die Zellen wurden für 
3 Tage bei 37 °C und 9 % CO2 inkubiert, bevor sie erneut gewaschen und auf dem Objektträger 
fixiert wurden (s. 3.2.1.4). Die DNA-haltigen Kompartimente wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff 
4′,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) angefärbt. Die Zellen wurden mit Waschlösung (PBS [pH 
7,0], 0,01 % Triton X-100) gewaschen und 15 Minuten mit Permeabilisierungslösung (50 mM 
NH4Cl, PBS [pH 7,0], 0,1 % Triton X-100) inkubiert. Es folgte eine einstündige Inkubation mit 
DAPI, 1:50 in Blockierungslösung (2 % BSA in PBS, 0,1 % Triton X-100) verdünnt. Nach 
erneutem Waschen wurden die Kompartimente der chamber slides entfernt, die Zellen mit Mowiol 
überschichtet und mit einem Deckglas versehen. 
Bis zur Mikroskopie wurden die Präparate bei 4 °C gelagert. Die Auszählung der infizierten 
Makrophagen erfolgte im Epi-Fluoreszenzmikroskop (Leica) bei 63-facher Vergrößerung. Für die 
Bestimmung der Infektionsrate wurden pro Versuch 100-200 Makrophagen ausgezählt. Die 
absoluten Infektionsraten wurden in relative Infektionsraten [%] umgerechnet. 
 3.2.1.6 Wachstumskurven/Dosis-Wirkungskurven 
Um die Veränderung der Zelldichte in Kulturen promastigoter Leishmanien zu verfolgen wurden 
Wachstumskurven erstellt. Es wurden 5x105 Zellen/ml aus einer logarithmisch wachsenden Kultur 
in komplementiertes M199-Medium, ohne Zugabe des Selektionsantibiotikums, eingesät. Die 
Zelldichte wurde nach jeweils 24 Stunden mit dem CASY Cellcounter & Analyzer® bestimmt (s.
3.2.1.1).
Um die IC50 von Sb(III) für die unterschiedlichen rekombinanten Leishmanienpopulationen zu 
bestimmen wurden Dosis-Wirkungskurven erstellt. 5x105 Zellen/ml wurden mit unterschiedlichen 
Sb(III)-Konzentrationen in komplementiertem M199-Medium kultiviert. Die Sb(III)-Zugabe 
erfolgte als Kalium Antimonyltartrat, welches unmittelbar vor jeder Zugabe  in komplementiertem 
M199-Medium gelöst wurde (10 mM). Aus dieser Lösung wurden die gewünschten 
Endkonzentrationen in den Kulturen hergestellt. Nach 72 Stunden Inkubation bei 25 °C wurde die 
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Zelldichte mit dem CASY® Cellcounter & Analyzer bestimmt (s. 3.2.1.1). Die absoluten Zahlen 
wurden in relatives Wachstum [%] umgerechnet. 
Die Kurven wurden mit dem Programm Prism® erstellt. So konnte die IC50 anhand der Grafik 
abgelesen werden. 
 3.2.2 Molekularbiologische Methoden
 3.2.2.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)
Durch Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction; PCR) werden DNA-Fragmente, die 
durch zwei spezifische Oligonukleotide begrenzt sind, amplifiziert (Saiki et al., 1986). Als Matrize 
dient ein einzelsträngiges DNA-Fragment, welches durch Erhitzen auf 95 °C denaturiert wurde 
(initiale Denaturierung). Durch Abkühlung auf in der Regel 50-60 °C wird die Hybridisierung von 
zwei spezifischen Oligonukleotiden an das zu amplifizierende Fragment ermöglicht (annealing). 
Mit Hilfe einer thermostabilen DNA-Polymerase erfolgt die Anlagerung der zu dem Matrizenstrang 
komplementären Nukleotide (Elongation). Durch Wiederholung der Zyklen aus Denaturierung, 
annealing und Elongation wird die DNA exponentiell amplifiziert. Die Reaktion läuft automatisiert 
im Mastercylcer Gradient® ab. In der vorliegenden Arbeit wurde das iProof PCR-Kit (BioRad) 
nach Herstellerangaben verwendet. Die Bedingungen wurden für jede PCR individuell eingestellt, 
abhängig von der Länge des zu amplifizierenden DNA-Fragments. Ein beispielhaftes PCR-
Programm ist in Tabelle 4 aufgelistet.  
Tab. 4 Beispielhaftes PCR-Programm
1. Initiale Denaturierung 98 °C 30 s
2. Denaturierung 98 °C 1 min.
3. annealing 60 °C 30 s 29-fache Wiederholung von Schritt 2-4
4. Elongation 72 °C 1 min.




 3.2.2.2 Agarose-Gelelektrophorese 
Durch Agarose-Gelelektrophorese können DNA-Moleküle entsprechend ihrer Größe in einem 
elektrischen Feld aufgetrennt werden. Da DNA durch die negativ geladenen Phosphatgruppen der 
Nukleinsäuren negativ geladen ist, wandert sie zur Anode. Die Wanderungsgeschwindigkeit 
einzelner DNA-Moleküle ist dabei umgekehrt proportional zum dekadischen Logarithmus ihrer 
Größe. Die Agarosekonzentration im Gel entscheidet über die Größe der Poren, durch die die DNA-
Moleküle wandern. Somit lassen sich kleine Moleküle besser in höher konzentrierten Agarosegelen 
auftrennen. Je nach erwarteten Fragmentgrößen wurden Agarosekonzentrationen zwischen 0,8 % 
und 1 % gewählt. Die Agarose wurde je nach Größe der verwendeten Gelkammer in 50-100 ml 1 x 
TAE-Puffer durch Aufkochen gelöst. Nachdem die Lösung auf circa 50 °C abgekühlt war, wurde 
0,5 µg/ml Ethidiumbromid (EtBr) zugegeben. Die flüssige Agarose wurde in die Gelkammer 
gegossen. Um Geltaschen für die aufzutragenden Proben zu erhalten wurde ein Kamm in die noch 
flüssige Agarose eingesetzt. Nach der vollständigen Polymerisierung wurde die Gelkammer mit 1 x 
TAE-Puffer befüllt, so dass das Gel und die Elektroden vollständig bedeckt waren. Der Kamm 
wurde entfernt und die mit  0,2 Volumen Ladepuffer versetzten Proben in die Geltaschen pipettiert. 
Um nach erfolgter Elektrophorese die Größe der aufgetrennten DNA-Moleküle abschätzen zu 
können, wurden 5 µl 1 kb DNA ladder (Fermentas) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 
einer Spannung von 5 V/cm für 1-2 Stunden. Durch die Einlagerung des EtBr in die DNA konnten 
die DNA-Banden durch UV-Bestrahlung sichtbar gemacht  werden und wurden photographisch 
dokumentiert.
 3.2.2.3 Extraktion von DNA aus Agarosegelen 
Durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennte DNA-Moleküle wurden zur weiteren Verwendung 
aus dem Agarosegel extrahiert. Unter UV-Bestrahlung wurden die entsprechenden DNA-Banden 
mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ein Reaktionsgefäß überführt. Die Aufreinigung der DNA 
aus dem Gel erfolgte mit dem Kit Nucleo Spin® Extract II nach Herstellerangaben. 
 3.2.2.4 Restriktionsverdau von DNA 
Endonukleasen sind in der Lage bestimmte Basensequenzen zu erkennen und innerhalb dieser 
Sequenz doppelsträngige DNA zu schneiden. So entstehen entweder 3´-oder 5´-Überhänge (sticky 
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ends) oder glatte Enden (blunt ends). Im Rahmen dieser Arbeit  wurden präparative 
Restriktionsverdaue von Plasmiden und PCR-Produkten sowie analytische Restriktionsverdaue von 
Minipräparationen (s. 3.2.2.8) oder Maxipräparationen (s. 3.2.2.9) durchgeführt. In Tabelle 5 sind 
die Pipettierschemata für die unterschiedlichen Restriktionsverdaue aufgelistet. Es wurden die mit 
den Restriktionsendonukleasen gelieferten Puffersysteme verwendet. 
Tab. 5 Pipettierschemata für Restriktionsverdaue 
Präparativer Verdau Analytischer Verdau
10 µg DNA 1 µl DNA aus Minipräp. bzw. 
1 µg DNA aus Maxipräp.
60 Units Restriktionsenzym 2 Units Restriktionsenzym
10 µl Puffer 2 µl Puffer 
x µl ddH2O x µl ddH2O
Endvolumen 100 µl Endvolumen 20 µl 
Alle Restriktionsverdaue erfolgten bei 37 °C im Wasserbad. Analytische Restriktionsverdaue 
wurden eine Stunde inkubiert, präparative Restriktionsverdaue zwei Stunden. Bei präparativen 
Restriktionsverdauen wurden die 60 Units Restriktionsenzym auf zwei Zugaben aufgeteilt. Die 
zweite Hälfte Enzym (30 Units) wurde nach einer Stunde hinzugefügt. Die Reaktion wurde durch 
die Zugabe von DNA-Ladepuffer gestoppt und zur Analyse oder weiteren Verarbeitung durch 
Agarose-Gelektrophorese (s. 3.2.2.2) aufgetrennt.  
 3.2.2.5 Phenol-Chloroform-Extraktion 
Durch Phenol-Chloroform-Extraktion werden Nukleinsäuren aus proteinhaltigen Lösungen 
extrahiert. Der Lösung wurde 1 Volumen Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) zugegeben. 
Der Ansatz wurde invertiert und nachfolgend sedimentiert (3220 xg, 10 min., RT). Es erfolgte eine 
Trennung in drei Phasen: in der oberen Phase sammelten sich die Nukleinsäuren, die Interphase 
enthielt  die durch das Chloroform denaturierten Proteine und die untere Phase enthielt Chloroform. 
Die obere Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und die DNA gefällt (s. 3.2.2.6).
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 3.2.2.6 Ethanolfällung von Nukleinsäuren
Die Ethanolfällung wurde angewendet, um DNA-Lösungen zu entsalzen oder zu konzentrieren und 
um RNA langfristig zu lagern. Der DNA- bzw. RNA-Lösung wurde 1/10 Volumen Natriumacetat 
und 3 Volumen 96 % Ethanol zugefügt. Nach 10 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde 
der Ansatz 30 Minuten bei 3220 xg sedimentiert. Der Überstand wurde abgesaugt und die 
pelletierten Nukleinsäuren mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen. Der Überstand wurde abgenommen. 
Die getrocknete DNA wurde in TE-Puffer (pH 8,0) gelöst. Die Überprüfung der Qualität  und 
Quantität der gefällten DNA erfolgte durch Agarose-Gelelektrophorese (s. 3.2.2.2). Die gefällte 
RNA wurde zur Lagerung bei -20 °C eingefroren. 
 3.2.2.7 Ligation von DNA-Fragmenten 
Die Ligationsreaktion wurde zur Verknüpfung von DNA-Fragmenten mit einem linearisierten 
Plasmid durchgeführt. Hierbei katalysiert die DNA-Ligase die Bildung von Phospho-
diesterbindungen zwischen einem freien Phosphatrest am 5´-Ende eines DNA-Moleküls und einer 
freien 3´-Hydroxylgruppe eines benachbarten DNA-Moleküls. Die in dieser Arbeit verwendete 
Ligase stammt aus dem Bakteriophagen T4. Die Reaktion erfolgte in einem Endvolumen von 10µl. 
Das molare Verhältnis von Insert zu Vektor betrug 3:1. Pro Ansatz wurde 1 Unit Ligase sowie der 
entsprechende Puffer verwendet. Die Ligation von überhängenden Enden erfolgte über Nacht bei 
4 °C, blunt end Ligationen wurden 4 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend erfolgte 
die Transformation der Ligationsansätze in E. coli (s. 3.2.3.1). 
 3.2.2.8 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli durch alkalische Lyse     
   (Minipräparation)
Nach Transformation der Plasmidkonstrukte in kompetente E. coli wurden diese vermehrt und die 
Plasmid-DNA zur Analyse reisoliert. Einzelkolonien wurden in je 2 ml LB-Medium mit den 
entsprechenden Antibiotika in einem 13 ml Falcon mit Schnappdeckel angeimpft und über Nacht 
bei 37 °C schüttelnd inkubiert. Die Zellen wurden sedimentiert (16100 xg, 2 min., 4 °C) und 
anschließend in 100 µl Plasmidlösung 1 (s. 3.1.9) resuspendiert. Zur Lyse der Zellen wurden 
200 µl Plasmidlösung 2 (s. 3.1.9) hinzugefügt. Nach mehrmaligem Invertieren wurden die Ansätze 
5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe von 150 µl Plasmidlösung 3 (s. 3.1.9) und 
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5-minütiger Inkubation bei 4 °C wurden die Proteine und das in Plasmidlösung 2 befindliche SDS 
gefällt. Proteine, SDS und Zelltrümmer wurden sedimentiert (16100 xg, 10 min., 4 °C) und der 
Überstand mit  enthaltener Plasmid-DNA in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Die Plasmid-DNA 
wurde durch Zugabe von 1 ml 96 % Ethanol und erneuter Zentrifugation (16100 xg, 10 min., RT) 
gefällt. Das DNA-Präzipitat wurde mit  500 µl 70 % Ethanol gewaschen und nach Trocknung in 
40 µl TE-RNase A 30 Minuten bei 37 °C gelöst. Durch Restriktionsverdau (s. 3.2.2.4) und 
nachfolgender Agarose-Gelelektrophorese (s. 3.2.2.2) wurde die isolierte Plasmid-DNA analysiert. 
 3.2.2.9  Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli durch Cäsiumchlorid- 
         Dichtegradienten (Maxipräparation)
Nachdem durch Minipräparation und nachfolgender Restriktionsanalyse der isolierten Plasmid-
DNA E.coli-Klone identifiziert  wurden, die das gewünschte Plasmid enthielten, wurden große 
Mengen dieses Plasmids durch Cäsiumchlorid-Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Mit  dieser 
Methode wurde hochreine superhelikale Plasmid-DNA zur Transfektion von Leishmanien 
gewonnen.
Dazu wurden 400 ml LB-Medium mit entsprechenden Antibiotika mit einer Bakterienkolonie 
angeimpft und über Nacht bei 37 °C schüttelnd inkubiert. Die Zellen wurden sedimentiert (3220 xg, 
20 min., 4 °C) und in 5 ml Plasmidlösung 1 (s. 3.1.9) resuspendiert. Zur Lyse der Zellen wurden 
10 ml Plasmidlösung 2 (s. 3.1.9) hinzugefügt, invertiert und 5 Minuten bei Raumtemperatur auf 
einem Rollenschüttler inkubiert. Durch Zugabe von 7,5 ml Plasmidlösung 3 (s. 3.1.9) und 10-
minütiger Inkubation auf Eis wurden Proteine und das in Plasmidlösung 2 befindliche SDS gefällt. 
Proteine, SDS und Zelltrümmer wurden sedimentiert (5000 xg, 30 min., 4 °C) und der Überstand 
mit enthaltener Plasmid-DNA durch einen Faltenfilter in ein neues Reaktionsgefäß filtriert. Die 
Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von 0,7 Volumen Isopropanol und 20-minütiger Inkubation bei 
Raumtemperatur gefällt und anschließend sedimentiert (3220 xg, 20 min., RT). Das DNA-Präzipitat 
wurde mit 10 ml 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und anschließend in 4 ml TE-Puffer 
vollständig gelöst. Die DNA-Lösung wurde mit 150 µl Ethidiumbromid (EtBr; 10 mg/ml) und 4,9 g 
Cäsiumchlorid (CsCl) versetzt. Nachdem sich das CsCl durch Mischen auf dem Rollenschüttler 
vollständig gelöst hatte, wurde die Lösung in ein Quick Seal®-Ultrazentrifugenröhrchen überführt. 
Die Röhrchen wurden durch Zugabe von 50 % CsCl in TE-Puffer auf 0,1 g genau austariert und 
verschweißt. Es folgte die Ultrazentrifugation bei 25 °C für 4 Stunden bei 132 000 xg. Durch die 
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lang andauernde Zentrifugation unter sehr hoher Geschwindigkeit  wird ein CsCl-Dichtegradient 
ausgebildet. Die Konzentration des schweren Salzes ist am Boden des Zentrifugenröhrchens am 
höchsten und nimmt nach oben hin ab (kontinuierlicher Dichtegradient). An der Stelle des 
Dichtegradienten, die ihrer eigenen Dichte entsprechen, bilden die einzelnen Komponenten Banden. 
Da EtBr besser in lineare als in superhelikale DNA interkaliert, was zu unterschiedlichen 
Schwebedichten der beiden DNA-Konformationen führt, erfolgt eine Trennung im 
Dichtegradienten. Die Bande der superhelikalen DNA ist, aufgrund ihrer geringeren Schwebedichte, 
weiter zum Boden des Zentrifugenröhrchens verschoben. RNA-Ethidiumbromid-Komplexe weisen 
eine deutlich größere Dichte auf als die maximale Dichte des Gradienten und akkumulieren am 
Rand des Röhrchens. 
Nach abgeschlossener Zentrifugation wurde die superhelikale Plasmid-DNA mit  Hilfe einer Spritze 
und Kanüle vorsichtig abgenommen. Das EtBr wurde durch Zugabe von jeweils 1 Volumen 
Natriumacetat-gesättigtem Isopropanol zweimal ausgeschüttelt. Die Plasmid-DNA Lösung wurde 
anschließend mit 0,1 Volumen 7,5 M Natriumacetat sowie 2 Volumen ddH2O versetzt. Durch 
Zugabe von 2,5 Volumen 96 % Ethanol und 20-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde 
die DNA gefällt. Nach Sedimentation (3220 xg, 20 min., RT) wurde das DNA-Präzipitat je nach 
Dicke der gezapften Bande in 200-500 µl TE-Puffer (pH8,0) gelöst. Die DNA-Konzentration wurde 
photometrisch bestimmt (s. 3.2.2.10). Die Basensequenz der isolierten Plasmid-DNA wurde durch 
Ansequenzierung überprüft (s. 3.2.2.11).
 3.2.2.10 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren
Die Konzentration von Nukleinsäuren in einer Lösung wurde photometrisch bei einer Wellenlänge 
von 260 nm durch die Messung der optischen Dichte (OD) ermittelt. Eine OD260nm von 1,0 
entspricht einer DNA-Konzentration von 50 µg/ml und einer RNA-Konzentration von 40 µg/ml. 
Bei einer Wellenlänge von 280 nm wurden Proteinverunreinigungen gemessen. Das Verhältnis von 
OD260 zu OD280 gibt den Reinheitsgrad der Nukleinsäuren an. Reine DNA hat einen Wert von 1,8 
bis 2,0, für reine RNA liegt der Wert zwischen 1,9 und 2,0. 
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 3.2.2.11 Sequenzierung und Sequenzanalyse
Um zu überprüfen, ob Plasmidkonstrukte die korrekte Basenabfolge aufwiesen, wurden diese 
ansequenziert. 1 µg der Plasmid-DNA wurde mit den entsprechenden Oligonukleotiden an LGC 
Genomics (Berlin) geschickt. Die Analyse der Daten erfolgte mit der Software MacVector®. 
 3.2.2.12 Phosphorylierung von Oligonukleotiden
Um blunt end Ligationen durchzuführen müssen die 5´-Enden der zu ligierenden Fragmente 
phosphoryliert sein. Da eine nachträgliche Phosphorylierung von PCR-Produkten ineffizient ist, 
wurden die Oligonukleotide vor der PCR phosphoryliert. Die Polynukleotidkinase aus dem 
Bakteriophagen T4 katalysiert  diese Reaktion unter Verbrauch von ATP. In Tab. 6 ist das 
Standardprotokoll zur Phosphorylierung von Oligonukleotiden aufgelistet.
Tab. 6 Standardprotokoll zur Phosphorylierung von Oligonukleotiden
2 µl 100 µM Oligonukleotide
2 µl Puffer 
2 µl 10 mM ATP 
1 µl T4 Polynukleotidkinase    
(=10 Units) 
13 µl ddH2O 
20 µl Endvolumen
Die Reaktion fand 30 Minuten bei 37 °C statt. Anschließend wurde die Kinase durch 10-minütige 
Inkubation des Reaktionsansatzes bei 75 °C inaktiviert. 
 3.2.2.13 Isolierung genomischer DNA aus Leishmanien
Genomische DNA wurde mit Hilfe des Cell & Tissue DNA Purification Kits von Gentra Systems 
nach Herstellerangaben aus Leishmanien isoliert. Hierzu wurden 2x108 Leishmanien aus einer 
logarithmisch wachsenden Kultur sedimentiert (1250 xg, 10 min., 4 °C) und zweimal mit kaltem 
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1xPBS gewaschen. Die Zellen wurden durch Zugabe von 300 µl Cell Lysis Solution lysiert. Durch 
Behandlung mit 0,2 mg/ml RNase A und 15-minütiger Inkubation bei 37 °C wurde die RNA 
zerstört. Darauffolgend wurden Proteine durch Zugabe von 10 µl Protein Precipitation Solution 
gefällt. RNA, Proteine und Zelltrümmer wurden sedimentiert ( 16100 xg, 10 min., RT). Die nun im 
Überstand befindliche DNA wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit Isopropanol 
gefällt. Nach Sedimentation (16100 xg, 1 min., RT) wurde das DNA-Präzipitat mit  70 % Ethanol 
gewaschen und in 100 µl DNA Hydratation Solution bei 65 °C für 1 Stunde gelöst. 
 
 3.2.2.14 Real-time qPCR    
Zur Quantifizierung der mRNA-Menge in transfizierten Leishmanien mittels real-time qPCR wurde 
die RNA aus Leishmanien isoliert und cDNA synthetisiert. Hierzu wurden 5x107 Leishmanien aus 
einer logarithmisch wachsenden Kultur sedimentiert und zweimal mit  1xPBS gewaschen. Die 
RNA-Isolation erfolgte mit dem RNeasy® Mini Kit (Qiagen) oder dem InviTrap® Spin Cell RNA 
Mini Kit (Stratec molecular) nach Herstellerangaben. Durch reverse Transkriptase unter 
Verwendung von random-Primern wurde cDNA synthetisiert. Hierfür wurde das DyNAmoTM 
cDNA Synthesis Kit (Finnzymes) verwendet. Die gewonnene cDNA wurde in einer real-time qPCR 
eingesetzt. Es wurden spezifische Oligonukleotide für das gene of interest (GOI) verwendet, sowie 
Oligonukleotide für die Quantifizierung von Aktin-mRNA als interner Standard. Es wurde das 
DyNAmoTM Color Flash SYBR® Green qPCR Kit (Finnzymes) verwendet, welches SYBR® Green 
als Farbstoff enthält. Die Amplifizierung und Quantifizierung erfolgte im Corbett Rotor Gene 6000. 
 3.2.3 Mikrobiologische Methoden
 3.2.3.1 Transformation von E. coli
Als Transformation wird das Einbringen von DNA in Bakterienzellen bezeichnet. Plasmide und 
Ligationsansätze wurden in kompetente E. coli DH5a subcloning efficiency Zellen transformiert. 
Die Transformation von Expressionsvektoren für die Herstellung rekombinanter Leishmanien-
proteine in E. coli erfolgte in BL21(DE3) [pAPlacIQ] Zellen. Es wurden 10 µl des Ligationsansatzes 
(s. 3.2.2.7) bzw. 1 µl Plasmid-DNA mit 50 µl kompetenten E. coli Zellen für 30 min. auf Eis 
inkubiert. Um die Membran zu permeabilisieren und so das Eindringen der DNA zu ermöglichen, 
erfolgte ein Hitzeschock für 20 Sekunden bei 42 °C im Wasserbad. Zur Regeneration wurden die 
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Zellen 2 Minuten auf Eis inkubiert, bevor 950 µl vorgewärmtes LB-Medium hinzugefügt wurde. 
Der Ansatz wurde eine Stunde bei 37 °C im Heizblock geschüttelt. Die Zellen wurden sedimentiert 
(1250 xg, 5 min., RT) und 850 µl des Überstands abgenommen. Das Zellpellet wurde in der 
Restflüssigkeit resuspendiert  und auf vorgewärmten LB-Agarplatten, die die entsprechenden 
Antibiotka enthielten, ausplattiert. Die Platten wurden über Nacht im Brutschrank bei 37 °C 
inkubiert. Nachfolgend wurden Einzelkolonien durch Minipräparation vermehrt (s. 3.2.2.8). Durch 
Restriktionsverdau wurde der Einbau der gewünschten Plasmid-DNA überprüft ( s. 3.2.2.4).
 
 3.2.4 Proteinbiochemische Methoden 
 3.2.4.1 Gewinnung von rekombinantem Protein 
Zur Gewinnung von rekombinantem Protein wurden die in pJC45 unter Kontrolle des T7lac- 
Promotors stehenden Sequenzen in E. coli BL21(DE3) [pAPlacIQ] Zellen überexprimiert.
ARM58 wurde zu diesem Zweck in die multiple cloning site (mcs) des pJC45 Vektors integriert und 
stand somit unter Transkriptionskontrolle des T7lac-Promotors. Nach Transformation des 
Konstrukts in E.coli (s. 3.2.3.1) wurden Einzelkolonien in LB-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin, 
10 µg/ml Kanamycin und 0,1 % Glucose angeimpft. Der Ansatz wurde so lange bei 37 °C 
geschüttelt, bis eine OD600 von 0,5-1,0 erreicht war. 1 ml wurde als Negativkontrolle (vor 
Induktion) abgenommen und auf Eis gestellt. Durch Zugabe von 0,4 mM Isopropyl-β-D-
thiogalactosid (IPTG) wurde die Expression induziert. IPTG bindet an den lac-Repressor, welcher 
aufgrund einer Konformationsänderung die Fähigkeit verliert an das lac-Operon zu binden. Da der 
lac-Promotor die Transkription des Gens für die T7-RNA-Polymerase kontrolliert, führt die 
Aktivierung des lac-Promotors gleichzeitig zu der Expression des Gens der T7-RNA-Polymerase. 
Die T7-RNA-Polymerase bindet an den T7-Promotor und die Transkription des Zielgens erfolgt. 
Die Kultur wurde weitere 1,5 Stunden bei 37 °C geschüttelt. Es wurde 1 ml als Probe nach der 
Induktion abgenommen. Die Proben vor und nach Induktion wurden in einem SDS-
Polyacrylamidgel analysiert. Nach positiver Auswertung der Proben wurden die restlichen Zellen 
der Bakterienkultur sedimentiert (2744 xg, 20 min., 4 °C), in 80 ml 1xPBS gewaschen und 
anschließend in 20 ml Lösung 1 (20 mM Tris, 500 mM  NaCl, 5 mM Imidazol) resuspendiert. Um 
die Zellen für die Aufreinigung des rekombinanten Proteins zu lysieren, wurden die Proben auf Eis 
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sonifiziert (6x20 s, 45 % Output). Nach Sedimentation (7700 xg, 30 min., 4 °C) wurden von 
Überstand und Sediment 100 µl abgenommen. Diese Proben wurden in einem SDS-
Polyacrylamidgel analysiert, um zu überprüfen, ob das rekombinante Protein sich in den inclusion 
bodies (Sediment) oder im Überstand (lösliches Protein) befand. ARM58 befand sich im Überstand. 
Die in E. coli exprimierten Genprodukte des in den Expressionsvektor pJC45 klonierten Gens 
erhalten am N-terminalen Ende ein aus 20 Aminosäuren bestehendes Oligopeptid mit 10 Histidin-
Resten (His10). Dies ermöglicht die Aufreinigung des rekombinanten Proteins durch Nickel-Chelat-
Affinitätschromatografie. Bei dieser Methode bildet das rekombinante Protein über den Histidin-tag 
einen Komplex mit Nickelionen, die an eine Säulenmatrix gekoppelt sind. Durch Zugabe von 
steigenden Imidazolkonzentrationen, welches mit dem Histidin um die Bindungsstellen der 
Nickelionen konkurriert, wird das rekombinante Protein eluiert. 
Zur Herstellung der Nickelsäule wurden 2ml HisBind Resin (Novagen) dreimal mit 10 ml Lösung 2 
(20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 5 mM Imidazol, 8 M Urea) gewaschen. Es folgte eine 10-
minütige Inkubation mit 2 ml 100 mM Nickelsulfat-Lösung. Nach Sedimentation (3220 xg, 2 min., 
RT) wurde die Matrix erneut mit 10 ml Lösung 2 gewaschen und daraufhin mit der Proteinlösung 
eine Stunde auf dem Rollenschüttler bei 4 °C inkubiert. Eine leere Säule wurde mit ddH2O 
äquilibriert. Das Protein-Matrix-Gemisch wurde auf die Säule gegeben und der Durchfluss 
aufgefangen. Es folgten drei Waschschritte mit jeweils 10 ml Lösung 2, 3 und 4. Die Lösungen 
unterscheiden sich ausschließlich in ihrer Imidazolkonzentration (5 mM, 20 mM, 60 mM). 
Anschließend wurde das rekombinante Protein 5 mal mit 1,5 ml Löung 5 (250 mM Imidazol) 
eluiert. Die Eluate wurden einzeln aufgefangen. Proben der Eluate und der Durchflussfraktionen 
wurden in einem SDS-Polyacrylamidgel analysiert. 
 3.2.4.2 Dialyse von Proteinlösungen
Da das rekombinante Protein zur Immunisierung verwendet werden sollte, musste der Harnstoff aus 
den eluierten Proteinfraktionen entfernt werden. Hierfür wurden die Proben in äquilibrierten 






 3.2.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Durch SDS-PAGE werden Proteine in einem elektrischen Feld anhand ihrer molekularen Masse 
aufgetrennt. Die Auftrennung erfolgt unter denaturierenden und reduzierenden Bedingungen, so 
dass die Proteinstruktur vollständig aufgelöst  wird. Die Eigenladung der Proteine wird durch die 
negative Ladung des SDS überdeckt, so dass die Proteine zur Anode wandern. Die 
gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte in einem diskontinuierlichen Puffersystem nach 
Laemmli (Laemmli, 1970). 
Mittels SDS-PAGE wurden im Rahmen dieser Arbeit Proteinproben aus Leishmanien sowie aus E. 
coli aufgetrennt. Die Proben wurden durch denaturierenden Zellaufschluss vorbereitet. Hierfür 
wurde ein Aliquot der entsprechenden Kultur sedimentiert (3220 xg, 10 min., 4 °C) und mit  1xPBS 
gewaschen. Das Zellsediment wurde je nach gewünschter Konzentration in 1xPBS resuspendiert. 
Die Probe wurde mit 1 Volumen 2xLaemmli-Probenpuffer versetzt. Dem Laemmli-Puffer wurde 
vor jeder Anwendung 50 mM 1 M DTT hinzugefügt. Durch Aufkochen der Probe bei 95 °C für 10 
Minuten wurden die Zellen denaturiert. Durch Zugabe von Ribolyser-Kügelchen und anschließende 
Zentrifugation (16100 xg, 5 min., RT) wurde die DNA geschert. Die Proben wurden direkt im 
Anschluss zur Analyse elektrophoretisch aufgetrennt. 
 
Hierfür wurde in einem vertikalen Gel-Gießstand mit  zwei Glasplatten und zwei Abstandhaltern 
zunächst ein 10 %iges Trenngel gegossen. Das Trenngel wurde mit Ethanol überschichtet. Nachdem 
das Trenngel polymerisiert war, wurde der Ethanol abgegossen. Das Trenngel wurde mit einem 
5 %igen Sammelgel, in das sofort  ein Probenkamm eingesetzt wurde, überschichtet. Dies diente der 
Fokussierung der Proteine vor der Auftrennung, wodurch eine schärfere Trennung erzielt wird. Die 
Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel für ein 5x17 cm großes Gel ist in Tab. 7 aufgelistet. 
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Tab. 7 Zusammensetzung eines 5x17 cm großen 10 %igen Trenn- und 5 %igen Sammelgels
Reagenz Trenngel 10 % Sammelgel 5 %
ddH2O 7,5 ml 7,5 ml
1,5 M Tris, pH8,8
1 M Tris, pH6,8 
3,75 ml
1,25 ml
40 % Acrylamid 3,75 ml 1,13 ml
20 % SDS 75 µl 50 µl
10 % APS 150 µl 100 µl
TEMED 12,5 µl 10 µl 
Nach vollständiger Polymerisation des Gels wurde die Gelkassette in eine Gelkammer eingebaut. 
Die Gelkammer wurde mit Elektrophoresepuffer befüllt, so dass das Gel vollständig mit Puffer 
bedeckt war. Der Probenkamm wurde entfernt und die vorbereiteten Proteinproben in die 
Geltaschen pipettiert. Zum späteren Größenvergleich der aufgetrennten Proteine wurde ein 
Größenstandard aufgetragen (Protein ladder, Fermentas).  
Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 15 V/cm. Anschließend wurden die Proteine 
mit Coomassie-Brilliant-Blau gefärbt (s. 3.2.4.4) oder auf eine PVDF-Membran transferiert 
(Western Blot; s. 3.2.4.5). 
 3.2.4.4 Coomassie - Brilliant - Blau Färbung 
Der Farbstoff Coomassie - Brilliant - Blau R250 färbt in einem SDS-Gel alle Proteine unspezifisch 
an. Dies geschieht durch Anlagerung des Farbstoffs an die basischen Seitenketten der Aminosäuren. 
Zum Anfärben der Proteinbanden wurden die SDS-Gele mindestens 2 Stunden in der Färbelösung 
(1 g/l Coomassie-Brilliant-Blau R-250, 40 % Ethanol [98 %], 10 % Essigsäure) bei 
Raumtemperatur geschwenkt. Um den Hintergrund zu entfärben, wurde das Gel solange in 
Entfärbelösung (40 % Ethanol [98 %], 10 % Essigsäure) geschwenkt, bis nur noch die gefärbten 
Proteinbanden zu erkennen waren. Zur Dokumentation wurde das Gel nach dem Entfärben 




 3.2.4.5 Western Blot
Mit der Methode des Western Blot werden durch SDS-PAGE aufgetrennte Proteine durch Anlegen 
eines elektrischen Feldes auf eine Polyvinyldifluorid (PVDF) - Membran transferiert. Für den in 
dieser Arbeit durchgeführten semi-dry Western Blot wurden Proteingel und PVDF-Membran 
zwischen zwei Graphitplatten geschichtet, die als Anode und Kathode fungierten. Die Proteine 
wandern von der Kathode zur Anode, wobei sie aufgrund hydrophober Wechselwirkungen an die 
Membran binden. Auf die Kathodenplatte wurde ein in Blotpuffer (48 mM Tris, 39 mM  Glyzin, 
0,037 % SDS, 20 % Methanol) getränktes Whatman-Filterpapier (Stärke 3 mm) gelegt, welches als 
Pufferreservoir diente. Darauf wurde das mit Blotpuffer befeuchtete SDS-Gel gelegt. Die PVDF-
Membran wurde mit Methanol aktiviert, mit ddH2O gespült, in Blotpuffer äquilibriert und auf das 
Gel geschichtet. Der Stapel wurde mit einem weiteren in Blotpuffer getränkten Whatmanpapier 
bedeckt, bevor die Anodenplatte aufgelegt wurde. Der Proteintransfer erfolgte bei einer Stromstärke 
von 1mA/cm2 für eine Stunde. Die Membran wurde entweder getrocknet oder direkt für den 
immunologischen Nachweis der Proteine verwendet (s. 3.2.5.1). 
 3.2.5 Immunologische Methoden  
 3.2.5.1 Immunologischer Nachweis membrangebundener Proteine                    
   (Immunoblot) 
Die durch Western Blot (s. 3.2.4.5) immobilisierten Proteine konnten spezifisch mit einem 
Antikörper detektiert werden. Getrocknete Membranen wurden vor der weiteren Verwendung in 
Methanol aktiviert, dreimal mit ddH2O gewaschen und in Blotpuffer äquilibriert. Um unspezifische 
Antikörperbindung an die Membran zu verhindern, wurde die Membran eine Stunde in 
Blockierungslösung (5 % Milchpulver in 1xTBS, 0,1 % Tween-20) inkubiert, bevor die Inkubation 
mit dem in Blockierungslösung verdünnten Primärantikörper stattfand. Die Antikörperinkubationen 
erfolgten immer für eine Stunde auf dem Schüttler bei Raumtemperatur. Nachdem die Membran 
dreimal mit  Waschpuffer (1xTBS, 0,02 % Tween-20) gewaschen wurde, erfolgte die Inkubation mit 
dem in Blockierungslösung verdünnten, Alkalische Phosphatase (AP) - konjugierten 
Sekundärantikörper. Darauffolgend wurde die Membran dreimal mit  Waschpuffer und einmal mit 
AP-Puffer (100 mM Tris-HCl pH 9,5, 10 mM MgCl2, 100 mM NaCl) gewaschen und 10 Minuten in 
AP-Puffer äquilibriert. Der kolorimetrische Nachweis der Alkalischen Phosphatase erfolgte durch 
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Zugabe von 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat (BCIP) als chromogenes Substrat mit 4-
Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT). Die Alkalische Phosphatase katalysiert dabei die Abspaltung 
des Phosphatrestes von BCIP und wandelt es in das Indoxylderivat um. Dieses wird durch NBT 
oxidiert und zum blauen Farbniederschlag Indigo dimerisiert. Die Farbreaktion wurde im Dunkeln 
durchgeführt. Nach ausreichender Anfärbung der Proteinbanden wurde die Reaktion durch Zugabe 
von ddH2O gestoppt. Zur Dokumentation wurde die Membran anschließend getrocknet und 
digitalisiert. 
 3.2.5.2 Immunfluoreszenzassay (IFA)
ARM58 sollte mit einem spezifischen Antikörper und einem fluoreszenzmarkierten 
Sekundärantikörper mikroskopisch in der Zelle nachgewiesen werden. Zur Orientierung innerhalb 
der Zelle wurden die DNA-haltigen Kompartimente durch die Inkubation mit DAPI angefärbt. Die 
auf Objektträgern fixierten Zellen (s. 3.2.1.4) wurden zunächst 5 Minuten in Waschlösung (0,1 % 
Triton-x-100 in 1xPBS, pH7,0) gewaschen. Anschließend erfolgte die Permeabilisierung der 
Membran durch 15-minütige Inkubation in Permeabilisierungslösung (50 mM  NH4Cl, 0,1 % Triton-
x-100, 1xPBS, pH7,0). Um unspezifische Antikörperbindungsstellen abzusättigen, wurden die 
Zellen 20 Minuten in Blockierungslösung (2 % BSA, ,1 % Triton-x-100, 0,01 % Na-Azid, 1xPBS, 
pH7,0) inkubiert. Nach erneutem Waschen erfolgte eine 1-stündige Inkubation mit  dem 
Primärantikörper (anti-ARM58 aus dem Huhn). Nach dreimaligem Waschen erfolgte die Inkubation 
mit dem fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörper (anti-chicken Alexa Fluor 594) und DAPI. Die 
gewünschte Verdünnung der Antikörper und DAPI wurde in Blockierungslösung hergestellt. Nach 
wiederum dreimaligem Waschen wurden die Präparate mit Mowiol (25 % Glyzerol, 0,1 M  Tris- 
HCl [pH 8,5], 10 % Mowiol 4-88) überschichtet und mit einem Deckglas versehen. Bis zur 
Mikroskopie erfolgte die Lagerung bei 4 °C. Die Proben wurden bei 63- oder 100-facher 
Vergrößerung am Epi-Fluoreszenzmikroskop (Leica) bzw. am konfokalen Fluoreszenzmikroskop 
(Olympus) untersucht. 
 3.2.5.3 Immunisierung von Hühnern 
Zur Gewinnung eines spezifischen anti-ARM58 Antikörpers wurde ein Huhn mit rekombinantem 
ARM58 immunisiert. Vor der ersten Immunisierung wurde der Präimmunstatus des Huhnes 
bestimmt, um das Vorhandensein von kreuzreagierenden Antikörpern auszuschließen. Die 
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Antikörper aus dem Eigelb wurden mittels Polyethylenglycolfällung (s. 3.2.5.4) aufgereinigt und in 
Immunoblot-Analysen (s. 3.2.5.1) gegen Proteinlysat aus Leishmanien (s. 3.2.4.3) getestet. Da 
keine Immunreaktion zu sehen war, konnte das Huhn für die Immunisierung verwendet werden. 
Die Immunisierung wurde nach der prime-boost Strategie durchgeführt. Die Applikation erfolgte 
subkutan im Halsbereich. Die prime Immunisierung erfolgte mit  circa 400 µg rekombinantem 
Protein in einer 1:1-Verdünnung mit komplettem Freund´schen Adjuvanz. Nach jeweils drei 
Wochen folgten die boost Immunisierungen. Hierfür wurde dieselbe Antigenmenge verwendet, 1:1 
verdünnt mit inkomplettem Freund´schem Adjuvanz. Eine vierte Applikation erfolgte nach weiteren 
6 Wochen mit einer 1:1 -Verdünnung des Proteins mit TiterMaxx®Gold Adjuvanz. Dieses Adjuvanz 
sollte einen besonders hohen Antikörpertiter bewirken. 
 3.2.5.4 IgY-Extraktion mittels fraktionierender Polyethylenglycolfällung 
     (Polson et al., 1985) 
Als Reaktion auf eine Antigenstimulation bilden Hühner IgY-Antikörper, die im Eidotter 
angereichert werden. Jeweils 14 Tage nach Applikation des Antigens wurden die Antikörper mittels 
fraktionierender Polyethylenglycolfällung (PEG-Fällung; Polson et al., 1985) aus dem Eidotter 
isoliert. Das Eigelb wurde vom Eiweiß getrennt, mit ddH2O gespült und nach Entfernung der 
Dotterhaut in ein 50 ml Falcon überführt. Es erfolgte die Zugabe von 1 Volumen 
Kaliumphosphatpuffer (10 mM K2PO4, 100 mM  NaCl). Nachdem sich durch Mischen auf dem 
Rollenschüttler eine Emulsion gebildet hatte, wurde diese mit 1 Volumen Kaliumphosphatpuffer mit 
7 % PEG6000 versetzt (Endkonzentration PEG = 3,5%). Durch 30-minütige Inkubation bei 4°C 
wurden kontaminierende Lipidverbindungen ausgefällt. Nach Sedimentation (8000 xg, 10 min., 
4 °C) wurde der Überstand durch eine Mullkompresse und einen Faltenfilter in ein neues Falcon 
filtriert. Durch Zugabe von 10 % Gewicht/Volumen festes PEG6000 erfolgte die erste 
Antikörperfällung (Endkonzentration PEG = 12 %). Nachdem sich das PEG durch Inkubation auf 
dem Rollenschüttler vollständig gelöst hatte, wurden die Antikörper sedimentiert (8000 xg, 10 min., 
4 °C) und das Sediment in 10 ml Kaliumphosphatpuffer aufgenommen. Durch Zugabe von 1 
Volumen Kaliumphosphatpuffer mit 24 % PEG6000 wurden die Antikörper erneut ausgefällt 
(Endkonzentration PEG = 12 %). Die Antikörper wurden sedimentiert (8000 xg, 10 min., 4 °C) und 
das Sediment in 5 ml Kaliumphosphatpuffer aufgenommen. Durch erneute Zentrifugation (8000 xg, 
30 min., 4 °C) wurde ungelöstes Material sedimentiert. Der Überstand wurde abgenommen und mit 




FACS (fluorescence-activated cell sorting)-Analyse ist eine spezialisierte Form der 
Durchflusszytometrie. Einzelne Zellen werden aufgrund ihrer abgegebenen Fluoreszenzsignale 
sortiert. Somit lässt  sich die Fluoreszenz quantifizieren. In dieser Arbeit wurde die FACS-Analyse 
zur Quantifizierung von ARM58, gekoppelt mit dem Fluorophor mCHERRY, verwendet. 
Die Zellen wurden abzentrifugiert (1250 xg, 10 min., 4 °C) und zweimal mit  1xPBS gewaschen, 
bevor sie in 1 ml 1xPBS aufgenommen wurden. 30000 Zellen wurden in dem Durchflusszytometer 
Accuri I ausgewertet. 
 3.2.6 Mikroskopie
 3.2.6.1 Lichtmikroskopie
Die regelmäßige mikroskopische Kontrolle der Leishmanien Zellkultur erfolgte mit einem Zeiss 
ID03 Durchlichtmikroskop bei 32-facher Vergrößerung. 
 3.2.6.2 Raster-Elektronenmikroskopie (REM)
Um rekombinante antimonbehandelte und -unbehandelte Promastigote mit starker Vergrößerung 
und hoher Schärfentiefe zu vergleichen, wurden die Zellen einer REM-Analyse unterzogen. Diese 
Arbeiten wurden freundlicherweise von Andrea MacDonald durchgeführt. Die Zellen wurden 
sedimentiert (1250 xg, 10 min., 4 °C) und 2x mit 1xPBS gewaschen. Zur Fixierung erfolgte die 
Aufnahme der Zellen in 2 % Glutaraldehyd in Na-Cacodylatpuffer. 20 µl der Zellsuspension wurde 
auf ein mit Poly-L-Lysin beschichtetes Deckgläschen aufgetropft. Nachdem die Zellen getrocknet 
waren, wurden sie 3x10 Minuten in Na-Cacodylatpuffer gespült. Die Nachfixierung der Zellen 
erfolgte mit 1 % Osmiumtetroxid (OSO4) für eine Stunde bei 4 °C. Zur Entfernung des OSO4 
wurden die Zellen zweimal mit  ddH2O gespült  und über Nacht in ddH2O inkubiert. Nach erneutem 
Spülen mit ddH2O folgte die Dehydrierung der Zellen in einer aufsteigenden Isopropanolreihe 
(jeweils 2x5 Minuten in 30 % - 50 % - 70 % - 80 % - 90 % - 100 % - Isopropanol). Nach der 
critical point-Trocknung in dem Gerät Polaron CPD7501, wobei die Zellen auf 40 °C erwärmt und 
einem Druck von 1300 psi ausgesetzt wurden, erfolgte die Montage der Deckgläschen auf 
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Metallträgern (stubs) und die Beschichtung mit Goldstaub. Die Präparate wurden mit einem 
Rasterelektronenmikroskop  (Philips PSEM 500) untersucht. Zur Dokumentation wurden 
Aufnahmen mit einer Kleinbildkamera und einem APX schwarz/weiß Film gemacht. Die 




Der Ergebnisteil ist in zwei Teile untergliedert. Der erste Teil verifiziert das Gen LinJ34.0220 als 
Antimonresistenz-vermittelnd. Der zweite Teil beschäftigt sich mit der strukturellen und 
zellbiologischen Charakterisierung des entsprechenden Proteins. 
4.1 Verifizierung eines Antimon-Resistenzmarkergens
 4.1.1 Vergleich zwischen LinJ34.0220 und LinJ34.0210
Die Gene LinJ34.0220 und LinJ34.0210 befinden sich direkt benachbart auf Chromosom 34. 
LinJ34.0220 weist eine Größe von 1554bp auf. LinJ34.0210 ist 1474bp groß. 
Die jeweils kodierten Proteine weisen eine Gesamt-Aminosäuresequenzähnlichkeit von 54 % auf, 
die sich zusammensetzt aus einer Sequenzidentität von 37 % und einer Sequenzähnlichkeit von 
17 %. Beide Proteine bestehen aus vier Domänen unbekannter Funktion ( = Domain of Unknown 
Function, DUF) . Diese Domänen sind als DUF1935 klassifiziert. DUF1935-Domänen kommen in 
unterschiedlichen bakteriellen und eukaryotischen hypothetischen Proteinen vor sowie in der 
Cystein Protease Calpain. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi?
RID=UHKR7SU3012&mode=all). Trotz der strukturellen Ähnlichkeit beider Proteine wurde nur 
das zu LinJ34.0220 orthologe Gen aus L. braziliensis als resistenzvermittelnd identifiziert 
(Dissertation A. Nuehs, 2010). 
In Abb. 7 sind LinJ34.0220 und LinJ34.0210 mit den vier DUF1935 schematisch dargestellt. 
Auffällig ist eine Einschubsequenz von 31 Aminosäuren zwischen der dritten und vierten DUF1935 




Abb. 7  LinJ34.0220 (A) und LinJ34.0210 (B)
Schematische Darstellung der 4 repetitiven Domänen der von LinJ34.0220 (A) bzw. LinJ34.0210 (B) 
kodierten Proteine. 
In dunkelblau ist die Anzahl der Basenpaare angegeben. 
DUF = Domain of unknown function 
 4.1.2 Überprüfung der LinJ34.0220 mRNA Expression in Promastigoten 
Um zu verifizieren, dass LinJ34.0220 bei Überexpression tatsächlich eine erhöhte Resistenz 
gegenüber Antimon verleiht, sollte das Gen in L. infantum (L. inf.) und L. donovani (L. d.) episomal 
exprimiert werden. Die Plasmide pCLneo_LinJ34.0220 und pCLneo_LinJ34.0210 (s. Material und 
Methoden) wurden in Promastigote der Spezies L. infantum und L. donovani transfiziert. Zusätzlich 
wurde das leere Plasmid pCLneo als Negativkontrolle in beide Spezies transfiziert. Um die Höhe 
der Überexpression von den episomalen Trans-Genen in beiden Spezies zu quantifizieren wurde 
eine real-time qPCR durchgeführt. So wurden die relativen mRNA Mengen von L. inf. Wildtyp und 
L. inf. [LinJ34.0220] sowie von L. d. Wildtyp und L. d. [LinJ34.0220] verglichen. Die mRNA-
Mengen sind in Abb. 8 vergleichend als Balkendiagramm dargestellt.  
Im Vergleich zu L. inf. Wildtyp weist L. inf. [LinJ34.0220] eine 21-fach erhöhte LinJ34.0220 
mRNA Menge auf. L. d. [LinJ34.0220] weist gegenüber dem Wildtyp eine 33fach erhöhte mRNA-
Menge auf. Die unterschiedliche Expressionshöhe ist vermutlich auf die unterschiedliche 
Sensibilität der beiden Spezies gegenüber dem Selektionsantibiotikum G418 zurückzuführen. Die 
gegenüber G418 sensitivere Spezies L. donovani muss eine höhere Kopienzahl des Plasmids 













































Abb. 8  Relative LinJ34.0220 mRNA Menge von L. inf. [LinJ34.0220] und L. d. 
  [LinJ34.0220] im Vergleich zu den entsprechenden Wildtypen
LinJ34.0220 mRNA wurde mittels real-time qPCR quantifiziert. Die mRNA aus 5x107 logarithmisch 
wachsenden Promastigoten von L. inf. Wildtyp, L. inf. [LinJ34.0220], L. d. Wildtyp sowie L. d. [LinJ34.0220] 
wurde isoliert  und durch reverse Transkriptase unter Verwendung von random-Primern in cDNA 
umgewandelt. Diese cDNA wurde in einer real-time qPCR quantifiziert. Als interner Standard diente die 
Quantifizierung von Aktin mRNA. 
Es erfolgte die Bestimmung von Doppelansätzen.  
Dieses Ergebnis zeigt, dass die LinJ34.0220 Transkription in beiden rekombinanten Stämmen 
deutlich erhöht ist. Somit konnte der Effekt der LinJ34.0220 Überexpression auf die 
Antimonresistenz mit diesen rekombinanten Parasitenpopulationen untersucht werden.
 4.1.3 Wachstumsstudien der Promastigoten
Das Wachstumsverhalten der LinJ34.0220-überexprimierenden Parasiten unter Einfluss von Sb(III) 
sowie anderer anti-Leishmania Wirkstoffe sollte mit dem Wachstumsverhalten der Kontroll-
parasiten (L. inf. [pCLneo]) verglichen werden. Um zu überprüfen, ob sich das Wachstumsverhalten 
der Parasiten ohne Medikamenteneinfluss unterscheidet, wurden 5x105 Zellen/ml aus der 
logarithmischen Wachstumsphase eingesät. Das Wachstum wurde über einen Zeitraum von 4 Tagen 




Aus Abb. 9 geht hervor, dass L. inf. [LinJ34.0220] unter normalen Kulturbedingungen keinen 
Wachstumsvorteil gegenüber L. inf. [pCLneo] zeigt. L. inf. [LinJ34.0210] zeigt ein marginal, aber 
signifikant verstärktes Wachstum im Vergleich zu L. inf. [pCLneo] und L. inf. [LinJ34.0220]. 
Es bestehen keine Unterschiede hinsichtlich der Wachstumsgeschwindigkeit zwischen L. d. [pCLneo], 
L. d. [LinJ34.0220] und L. d. [LinJ34.0210]. 
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Abb. 9  Wachstum der rekombinanten Parasiten
Es wurden 5x105 Zellen/ml aus einer logarithmisch wachsenden Kultur in 10 ml komplementiertes M199-
Medium eingesät. Über einen Zeitraum von vier Tagen wurde alle 24 Stunden die Zelldichte bestimmt.  
A: Zellzahlen von L. inf. [pCLneo], L. inf. [LinJ34.0220] und L. inf. [LinJ34.0210] 
B: Zellzahlen von L. d. [pCLneo], L. d. [LinJ34.0220] und L. d. [LinJ34.0210]




Aus diesen Ergebnissen geht hervor, dass LinJ34.0220 keine generelle wachstumsfördernde Wirkung 
hat.
 4.1.3.1 Wachstum unter Sb(III)
Um den Einfluss der Überexpression von LinJ34.0220 auf die Toleranz der Promastigoten 
gegenüber Sb(III) zu testen, wurden aus einer logarithmisch wachsenden Kultur 5x105 Zellen/ml 
mit unterschiedlichen Sb(III)-Konzentrationen eingesät. Nach 72 Stunden wurde die Zellzahl erneut 
bestimmt und daraus das relative Wachstum der Parasiten errechnet. Die Ergebnisse aus 8 
unabhängigen Experimenten fanden als Dosis-Wirkungskurve in Abb. 10 Eingang. Anhand dieser 
Dosis-Wirkungskurven wurde abgelesen, welche Sb(III)-Konzentration 50% des Wachstums der 
Leishmanien inhibiert (half maximal inhibitory concentration, IC50). 
In jedem dieser 8 unabhängigen Experimente zeigte sich sowohl für L. inf. als auch für L. d. eine 
reproduzierbare, durch die Überexpression von LinJ34.0220 signifikant erhöhte Resistenz 
gegenüber Sb(III). Für L. inf. verdreifacht sich die IC50 durch die Überexpression von LinJ34.0220 
von 116 µM Sb(III) (L.inf. [pCLneo] ) auf 333 µM Sb(III) (L.inf. [LinJ34.0220]). Dieser Effekt ist 
signifikant (P<0,01). Für L. d. ist ein noch deutlicherer Effekt zu sehen. Abb. 10B zeigt, dass die 
IC50 durch Überexpression von LinJ34.0220 circa auf das 4fache, von 176 µM (L.d. [pCLneo]) auf 
678 µM  Sb(III) (L.d. [LinJ34.0220]), ansteigt. Dieser Unterschied ist hoch signifikant (P<0,001). 
Die unterschiedlich starke Erhöhung der Toleranz gegenüber Sb(III) ist vermutlich auf die 
unterschiedliche Expression von LinJ34.0220 zurückzuführen (s. 4.1.2). 
Desweiteren geht aus Abb. 10 hervor, dass die Überexpression des Lbr-200 Orthologs aus L. 
infantum, LinJ34.0210, die Resistenz gegenüber Sb(III) nicht erhöht. Das Wachstum von L. inf. 
[LinJ34.0210] bzw. L. d. [LinJ34.0210] unter den unterschiedlichen Sb(III)-Konzentrationen ist mit 
dem Wachstum der Negativkontrollen vergleichbar.
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Abb. 10 Effekt von Sb(III) auf das Wachstum von L. inf. [LinJ34.0220] und L. d. 
  [LinJ34.0220] im Vergleich zu L. inf. [pCLneo] bzw. L. d. [pCLneo]
Es wurden 5x105 Zellen/ml aus einer logarithmisch wachsenden Kultur ohne und mit  jeweils 100, 200, 400 
und 800 µM Sb(III) in komplementiertes M199-Medium eingesät. Nach 72 Stunden wurde die Zellzahl 
bestimmt. Diese Zellzahlen wurden als relatives Wachstum [%] umgerechnet.  
A: Vergleich der Zellzahlen von L. inf. [pCLneo], L. inf. [LinJ34.0210] und L. inf. [LinJ34.0220] 
B: Vergleich der Zellzahlen von L. d. [pCLneo], L. d. [LinJ34.0210] und L. d. [LinJ34.0220].
Die angegebenen p-Werte wurden mit dem Mann-Whitney U-Test ermittelt. Die gestrichelten Linien zeigen 




Somit konnte gezeigt werden, dass das Lb-210 Ortholog aus L. inf., LinJ34.0220, sowohl in L. 
infantum selbst als auch in einer weiteren wichtigen Leishmania Spezies, L. donovani, die Resistenz 
der Promastigoten gegenüber Sb(III) signifikant erhöht. Das L. infantum-Ortholog von Lb-200, 
LinJ34.0210, besitzt trotz seiner strukturellen Ähnlichkeit zum Resistenzmarker LinJ34.0220 keine 
funktionelle Äquivalenz.
   4.1.3.2 Wachstum unter anderen anti-Leishmania Wirkstoffen
Es sind bereits unterschiedliche Resistenzmechansimen beschrieben, die Parasiten vor mehr als 
einem Medikament schützen. Beispielsweise verleiht ein Gen aus L. infantum bei Überexpression 
sowohl Resistenz gegen Miltefosin als auch gegen Sb(III) (Choudhury  et al., 2008). Es sollte daher 
überprüft werden, ob die Überexpression von LinJ34.0220 ebenfalls Kreuzresistenzen gegenüber 
anderen anti-Leishmania Wirkstoffen hervorruft. Hierfür wurden die rekombinanten Promastigoten 
für 72 Stunden mit unterschiedlichen Miltefosin- bzw. Pentamidin-Konzentrationen kultiviert. Abb. 
11 zeigt  die Dosis-Wirkungskurven aus 4 bzw. 3 unabhängigen Experimenten. Diese Experimente 
wurden nur mit L. infantum durchgeführt. 
Aus den Dosis-Wirkungskurven ist ersichtlich, dass LinJ34.0220 weder gegen Miltefosin noch 
gegen Pentamidin Resistenz vermittelt. In beiden Experimenten sind die Dosis-Wirkungskurven für 
Kontrollpopulation und überexprimierende Population nicht unterscheidbar. Somit ist klar, dass 
LinJ34.0220 keine Kreuzresistenz gegenüber Miltefosin oder Pentamidin verursachen kann. 
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Abb. 11 Effekt von Miltefosin bzw. Pentamidin auf das Wachstum von 
  L. inf. [LinJ34.0220] im Vergleich zu L. inf. [pCLneo]
A: Es wurden 5x105 Zellen/ml aus einer logarithmisch wachsenden Kultur ohne und mit jeweils 20, 40 und 
80 µM Miltefosin in komplementiertes M199-Medium eingesät. Die Zellzahl wurde nach 72 Stunden 
bestimmt. 
n=4
B: Es wurden 5x105 Zellen/ml aus einer logarithmisch wachsenden Kultur ohne und mit jeweils 1, 1,5, 2 und 
2,5 µg Pentamidin in komplementiertes M199-Medium eingesät. Die Zellzahl wurde nach 72 Stunden 
bestimmt. 
n=3
Absolute Zellzahlen wurden in relatives Wachstum [%] umgerechnet. 
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Weitergehend sollte die Wirkung der Überexpression von LinJ34.0220 auf die 
Paromomycinbehandlung getestet werden. Es wurde jedoch festgestellt, dass bereits die zur 
Selektion auf dem Plasmid pCLneo vorhandene Resistenz gegenüber G418 auch Resistenz 
gegenüber Paromomycin verleiht. Diese Frage muss daher ggf. unter Nutzung eines anderen 
Expressionsvektors, bspw. unter Puromycinselektion, beantwortet werden.
 4.1.4 Rasterelektronenmikroskopie von Promastigoten nach Behandlung mit 
  Sb(III)  
Um zu untersuchen, ob die Überexpression von LinJ34.0220 Promastigote vor Sb(III)-bedingten 
morphologischen Veränderungen schützt, wurden rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen 
angefertigt. Es wurde die Morphologie von L. inf. [pCLneo] mit der Morphologie von L. inf. 
[LinJ34.0220] vor und nach Antimonbehandlung verglichen. Hierzu wurden 5x106 rekombinante 
Parasiten in 10ml komplementiertes M199-Medium eingesät. Nach dreitägiger Inkubation ohne und 
mit jeweils 200 µM bzw. 400 µM  Sb(III) wurden die Zellen abzentrifugiert und für die 
Rasterelektronenmikroskopie (REM) präpariert (s. Material & Methoden, 3.2.6.2). In Abb. 12 sind 
REM-Aufnahmen der Zellen dargestellt.   
Unbehandelte Zellen von L. inf. [pCLneo] und L. inf. [LinJ34.0220] zeigen die typische 
Promastigotenform. Der Zellkörper ist spindelförmig, am anterioren Ende ist die Flagella zu erkennen. 
Es bestehen keine sichtbaren Unterschiede zwischen den beiden Parasitenpopulationen. Die 
Behandlung von L. inf. [pCLneo] mit 200 µM Sb(III) führt bereits zu deutlichen morphologischen 
Veränderungen. Viele Zellen sind klein und abgerundet. Nach der Behandlung mit 400 µM Sb(III) sind 
nur noch vereinzelt intakte Zellen zu erkennen. Dahingegen sind die Zellen von L. inf. [LinJ34.0220] 
nach der Behandlung mit 200 µM  Sb(III) morphologisch nahezu unverändert. Auch die Behandlung mit 
400 µM  Sb(III) hat nur geringe Auswirkungen auf die Morphologie der Zellen. Nur vereinzelt sind 
abgerundete Zellen zu sehen. Der Großteil der Zellen zeigt nach wie vor unveränderte Morphologie. 
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L. inf. [pCLneo] L. inf. [pCLneo] + 200µM L. inf. [pCLneo] + 400µM
L. inf. [LinJ34.0220] L. inf. [LinJ34.0220] + 200µM L. inf. [LinJ34.0220] + 400µM
Abb. 12 REM-Aufnahmen von L. inf. [pCLneo] und L. inf. [LinJ34.0220] vor und nach 
  Behandlung mit Sb(III)
Es wurden 5x106 rekombinante Parasiten in 10ml komplementiertem M199-Medium für 72 Stunden ohne und 
mit jeweils 200 µM bzw. 400 µM Sb(III) inkubiert. Anschließend wurden die Zellen für die REM präpariert. 
1250-fache Vergrößerung 
Diese Aufnahmen zeigen deutlich, dass LinJ34.0220 Promastigote vor Sb(III)-bedingten, 
morphologischen Veränderungen schützt. 
 4.1.5 In vitro Infektionsstudien
Die klinische anti-Leishmania Therapie richtet sich nicht gegen promastigote Stadien sondern 
gegen Amastigote. Diese sind das pathogene Stadium im Säugetier und werden mit fünfwertigen 
Antimonverbindungen (Pentostam®, Glucantime®) behandelt, die erst im Organismus zu 
dreiwertigem, toxischen Antimon reduziert  werden. Um zu überprüfen, ob LinJ34.0220 dem 
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amastigoten Stadium der Parasiten Resistenz gegenüber fünfwertigen Antimonverbindungen 
verleiht, wurden Infektionsstudien mit murinen Knochenmarksmakrophagen durchgeführt. 
 4.1.5.1 Überprüfung der LinJ34.0220 mRNA Expression in Amastigoten
Zunächst musste durch real-time qPCR überprüft werden, ob das LinJ34.0220 Transgen auch in den 
intrazellulären Amastigoten exprimiert wird. Murine Knochenmarksmakrophagen wurden 1:10 mit 
rekombinanten Promastigoten infiziert. Nach 3 Tagen wurde aus den infizierten Makrophagen 
mRNA isoliert. Die mRNA wurde durch reverse Transkriptase unter Verwendung von random-
Primern in cDNA umgewandelt. Diese cDNA wurde in einer real-time qPCR quantifiziert. Die 
Ergebnisse sind in Abb. 13 dargestellt. Tatsächlich zeigte sich, dass die mRNA-Menge auch in 
intrazellulären Amastigoten von L. inf. [LinJ34.0220] gegenüber L. inf. [pCLneo] Parasiten circa 
35fach erhöht ist. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass das Transgen auch in intrazellulären 




































Abb. 13 Relative LinJ34.0220 mRNA Menge von intrazellulären Amastigoten      
LinJ34.0220 mRNA wurde mittels real-time qPCR quantifiziert. 1x107 murine Knochenmarksmakrophagen 
wurden mit  5x107 Promastigoten aus einer stationären Kultur von L. inf. [pCLneo] bzw. L. inf. [LinJ34.0220] 
infiziert. Nach 3 Tagen wurden die infizierten Makrophagen abgelöst und RNA isoliert. Die RNA wurde 
durch reverse Transkriptase unter Verwendung von random-Primern in cDNA umgewandelt. Diese cDNA 
wurde in einer real-time qPCR quantifiziert. Als interner Standard diente die Quantifizierung von Aktin-
mRNA. 
Es erfolgte die Bestimmung von Doppelansätzen.  
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Somit konnte die Wirkung von LinJ34.0220 auch für das relevante Säugetierstadium untersucht 
werden. 
 4.1.5.2 Infektionsrate nach Behandlung mit Pentostam®
Murine Knochenmarksmakrophagen wurden in einem Verhältnis von 1:10 mit den rekombinanten 
Leishmanien infiziert. Nach 4 Stunden wurden sie für 72 Stunden mit 80 µg Pentostam® behandelt. 
Die DNA-haltigen Kompartimente wurden durch eine DAPI-Färbung sichtbar gemacht, so dass die 
Infektionsrate durch Fluoreszenzmikroskopie bestimmt werden konnte. 
Aus Abb. 14 ist ersichtlich, dass LinJ34.0220 durch Überexpression die Pentostamresistenz sowohl 
für intrazelluläre Amastigote von L. infantum als auch von L. donovani signifikant erhöht. Die 
Infektionsrate nach dreitägiger Behandlung mit Pentostam® steigt  für L. infantum von 
durchschnittlich ca. 10 % auf durchschnittlich ca. 20 %. Für L. donovani erfolgt durch die 
Überexpression von LinJ34.0220 nach dreitätiger Behandlung mit Pentostam® eine Steigerung der 
Infektionsrate von ca. 14 % auf ca. 25 %. 
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Abb. 14 Relative Infektionsrate von (A) L. inf. [LinJ34.0220] und (B) L. d. [LinJ34.0220] 
  nach 3 Tagen Behandlung mit Pentostam®
2x105 Makrophagen wurden pro Well auf einem 8-Well Chamber Slide 1:10 mit  (A) L. inf. [LinJ34.0220] 
bzw. L. inf. [pCLneo], (B) L. d. [LinJ34.0220] bzw. L. d. [pCLneo] infiziert. Nach 4 Stunden wurden die 
Zellen mit  80 µg Pentostam® behandelt. Nach weiteren 72 Stunden wurden die Zellen auf den Objektträgern 
fixiert  und es wurde eine DAPI-Färbung durchgeführt. Durch Fluoreszenzmikroskopie wurde der Anteil 
infizierter Makrophagen von insgesamt 100-200 gezählten Makrophagen bestimmt. Die absoluten Zahlen 
wurden in die relative Infektionsrate [%] umgerechnet. 
Ein Punkt entspricht einem Experiment. 
Die angegebenen p-Werte wurden mit dem Mann-Whitney U-Test ermittelt. 
Damit ist der erste Teil dieser Arbeit abgeschlossen. Es konnte gezeigt werden, dass LinJ34.0220 
durch Überexpression zwei wichtigen Leishmania spp. nicht  nur im promastigoten Stadium sondern 
auch im für die Behandlung relevanten amastigoten Stadium eine signifikant erhöhte Resistenz 
gegenüber Antimonverbindungen verleiht. Somit ist LinJ34.0220 als Antimon-Resistenzmarkergen 
verifiziert. 
In der Folge wird das Genprodukt von LinJ34.0220 als 58 kDa-Antimon-Resistenzmarker 
(ARM58) bezeichnet und einer biochemischen, mutagenetischen sowie zellbiologischen Analyse 
unterzogen, um Hinweise auf den Wirkungsmechanismus zu gewinnen.
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4.2 Charakterisierung von ARM58  
 4.2.1 Gewinnung eines ARM58-spezifischen Antikörpers
Ein spezifischer anti-ARM58 Antikörper sollte durch Immunisierung eines Huhnes mit rekombinantem 
ARM58 und anschließender Extraktion des Antikörpers aus dem Eidotter gewonnen werden. Der 
Antikörper sollte der weiteren Charakterisierung und dem Nachweis von ARM58 in L. infantum dienen.
 4.2.1.1 Herstellung des rekombinanten ARM58
Um rekombinantes Protein für die Immunisierung zu gewinnen, kam das prokaryotische T7 RNA-
Polymerase Expressionssystem (Studier et al., 1990) zur Anwendung. Dies gewährleistet eine 
effiziente Transkription von Genen unter der Kontrolle des T7-Promotors. Die T7 RNA-Polymerase 
weist eine fünffach höhere Elongationsrate auf als die RNA-Polymerase von E. coli. Somit können 
durch dieses Expressionssystem größere Mengen an rekombinantem Protein gewonnen werden. 
Um LinJ34.0220 in E. coli zu exprimieren, wurde das Gen in den bakteriellen Expressionsvektor 
pJC45 ligiert. Dieser Vektor trägt ein lac-Operon, um eine regulierte Expression durch die Zugabe 
von IPTG zu gewährleisten. Desweiteren kodiert der Vektor zehn Histidine ((His)10) am N-
Terminus des rekombinanten Proteins. Dies ermöglicht  eine Aufreinigung des rekombinanten 
Proteins durch Nickelchelataffinitätschromatografie. Zunächst wurde LinJ34.0220 mit den 
Restriktionsenzymen BamH1 und Nde1 aus dem Ausgangsplasmid pUC19_LinJ34.0220 
ausgeschnitten. Es folgte die Ligation zwischen die entsprechenden Restriktionsschnittstellen des 
pJC45. Das Konstrukt pJC45_LinJ34.0220 wurde in den E. coli-Stamm BL21(DE3) [pAPlacIQ] 
transformiert. Durch die Zugabe von IPTG wurde die Transkription induziert. Anschließend wurde das 
rekombinante Protein extrahiert und mittels Nickelchelataffinitätschromatografie aufgereinigt (s. 
Material und Methoden). Mittels SDS-PAGE und anschließender Coomassie - Brilliant - Blau Färbung 
erfolgte die Analyse der Proteinsynthese vor und nach IPTG-Induktion sowie nach der Eluation des 
Proteins von der Nickelsäule. Durch steigende Imidazolkonzentrationen erfolgte eine Eluation des 
Proteins in einem Konzentrationsgradienten. Es erfolgten fünf Eluationsschritte mit der höchsten 
Imidazolkonzentration (250 mM). Ausschnitte aus den SDS-Gelen sind in Abb. 15 dargestellt. 
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Nach Induktion (+IPTG) ist eine deutlich verstärkte Bande bei einer Größe von circa 70 kDa zu sehen. 
Der als Negativkontrolle eingesetzte leere Vektor zeigte vor und nach IPTG-Zugabe keine Veränderung 
des Bandenmusters (Daten nicht gezeigt). Daher ist davon auszugehen, dass die verstärkte Bande nach 
IPTG-Zugabe durch die verstäkte Expression von LinJ34.0220 und den daraus resultierenden Anstieg 
der ARM58-Konzentration in der Zelle bedingt ist. 
In Eluat 2 ist die größte Menge ARM58 vorhanden. Hier wird die Konzentration anhand der Intensität 
der Bande im Coomassie - Brilliant - Blau gefärbten SDS-Gel auf 1,0 µg/µl geschätzt. 
ARM58 stellt sich im SDS-Gel nicht wie erwartet als 58 kDa großes Protein dar. Es zeigt ein 
Laufverhalten wie Markerproteine mit einer Größe von circa 70 kDa. 
A                                                          B                           
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Abb. 15 Überprüfung der Synthese des rekombinanten ARM58
Das Konstrukt  pJC45_LinJ34.0220 wurde in den E. coli-Stamm  BL21(DE3) [pAPlacIQ] transformiert. Durch 
Zugabe von IPTG wurde die Transkription induziert. Abb. 15A zeigt  mit SDS-PAGE aufgetrennten und mit 
Coomassie - Brilliant - Blau gefärbten E. coli Zellextrakt vor und nach Zugabe von IPTG. 
ARM58 wurde durch Nickelchelataffinitätschromatografie aus den ARM58-überexprimierenden E. coli 
aufgereinigt. Das rekombinante Protein bildete über den N-terminalen Histidin-tag einen Komplex mit 
Nickelionen, die an eine Säulenmatrix gekoppelt  waren. Durch steigende Konzentration von Imidazol, das mit 
dem Histidin um die Bindungsstellen der Nickelionen konkurriert, erfolgte eine Eluierung des Proteins in einem 
Konzentrationsgradienten.  
Das rekombinante Protein wurde fünfmal mit  1,5 ml Puffer 5, der eine Imidazolkonzentration von 250 mM 
enthält, von der Nickelsäule eluiert  und aufgefangen. Abb. 15B zeigt  mit  SDS-PAGE aufgetrennte Proben der 
fünf Eluate (E1-E5).




 4.2.1.2 Antikörpergewinnung und Western Blot Analyse
Der spezifische anti-ARM58 Antikörper wurde aus Hühnereigelb gewonnen. Diese Methode ist 
minimal-invasiv und somit  aus tierschutzrechtlichen Gründen zu bevorzugen. Auch die Möglichkeit aus 
einem Hühnerei circa 5 ml Antikörperlösung zu gewinnen spricht für die Nutzung von Hühnern zur 
Produktion von spezifischen Antikörpern. Hühner produzieren IgY, welches das funktionelle Äquivalent 
zum IgG der Säugetiere darstellt.   
Vor der 1. Immunisierung wurde der Präimmunstatus des Huhnes analysiert. Hierdurch sollte überprüft 
werden, ob das Huhn schon vor der Immunisierung kreuzreagierende Antikörper gegen 
Leishmanienproteine produziert. Das IgY wurde mittels Polyethylenglycolfällung aus dem 
Hühnereigelb aufgereinigt. Zelllysat von L. infantum wurde in einem SDS-Gel aufgetrennt und 
anschließend auf eine PVDF-Membran transferiert. Es folgte die Inkubation mit dem aufgereinigten 
IgY. Das aufgereinigte IgY zeigte keine Reaktion mit dem Leishmanien-Zelllysat (Daten nicht 
gezeigt). Somit konnte das Huhn für die Gewinnung des spezifischen anti-ARM58 Antikörpers 
genutzt werden. 
Das Huhn wurde mit circa 400 µg rekombinantem, dialysiertem ARM58, 1:1 verdünnt mit 
komplettem Freund´schem Adjuvanz, immunisiert. Im Abstand von jeweils drei Wochen wurde mit 
der gleichen Menge Protein zweimal geboostert (inkomplettes Freund´sches Adjuvanz). Auch nach 
zweimaligem Boostern war im Western Blot keine spezifische Reaktion des aufgereinigten IgY mit 
endogenem ARM58 im Zelllysat zu erkennen. Daher wurde das dritte Boostern mit einer 1:1 
Verdünnung des rekombinanten Proteins mit Titer Maxx Gold Adjuvanz® durchgeführt, welches 
einen besonders hohen Antikörpertiter hervorrufen sollte. Das IgY wurde erneut aus dem 
Hühnereigelb aufgereinigt und die Spezifität in einem Western Blot getestet. Ein Ausschnitt des 
Western Blots ist in Abb. 16 dargestellt. 
Der Antikörper weist eine zufriedenstellende Bindung an das rekombinante Protein auf. Die 
Konzentration des Proteins wurde anhand der Intensität der Banden im SDS-Gel auf 1,0 µg/µl 




Das endogene Protein wird im L. infantum Wildtyp-Lysat nicht erkannt. Im Lysat von L. inf. 
[LinJ34.0220], wo das Protein in erhöhter Konzentration vorliegt, ist eine schwache Bande zu sehen. 




M ba   M          0,8!g       0,08!g       8ng            a             b
Abb. 16 Western Blot Analyse anti-ARM58
0,8 µg, 0,08 µg und 8 ng rekombinantes ARM58 sowie Zelllysat von 2x107 promastigoten L. inf. 
[LinJ34.0220] (a) bzw. L. infantum Wildtyp (b) wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-
Membran geblottet und mit aufgereinigtem IgY inkubiert.  
M=Page Ruler Prestained (Fermentas)
Der Antikörper wurde in unterschiedlichen Konzentrationen in der Immunfluoreszenz eingesetzt. Hier 
zeigte sich sowohl bei Wildtypzellen als auch bei Zellen, die LinJ34.0220 überexprimieren, nur 
unspezifische Reaktion. Daher wurde der Antikörper nicht für weitere Experimente eingesetzt. 
 4.2.2 Lokalisation von ARM58 in Promastigoten
Um Hinweise auf den Wirkungsort und somit evtl. auch auf den Resistenzmechanismus zu erhalten, 
wurde ARM58 innerhalb der Zelle lokalisiert. Da der anti-ARM58 Antikörper nicht verwendet 
werden konnte (s. 4.2.1.2), wurde die subzelluläre Lokalisation von ARM58 durch direkte 
Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht. 
Zunächst wurde LinJ34.0220 mit Hilfe der entsprechenden Restriktionsschnittstellen in den 
E x p r e s s i o n s v e k t o r p C L 2 n e o : : e G F P l i g i e r t . D a s e n t s t a n d e n e K o n s t r u k t 
pCL2neo_LinJ34.0220::eGFP wurde in L. infantum transfiziert. Die transgenen Leishmanien 
exprimierten somit LinJ34.0220 mit einer C-terminalen eGFP-Domäne. Um zu überprüfen, ob die 
resistenzvermittelnde Funktion des mit eGFP fusionierten Proteins erhalten blieb, wurden Dosis-
Wirkungskurven erstellt. 5x106 rekombinante Zellen wurden in 10ml komplementiertem M199-
Medium mit unterschiedlichen Sb(III)-Konzentrationen kultiviert. Nach drei Tagen wurden die 
Zellzahlen erneut bestimmt. Es zeigte sich jedoch, dass die Überexpression des Fusionsproteins 
Ergebnisse
64
geringere Sb(III)-Resistenz vermittelt als die Überexpression des unveränderten Proteins (Daten 
nicht gezeigt). Daher konnte nicht davon ausgegangen werden, dass die in der 
Fluoreszenzmikroskopie gezeigte verstärkte eGFP-Fluoreszenz um Nukleus und Kinetoplast  der 
natürlichen Lokalisation des Proteins entspricht (Daten nicht gezeigt).
Um die Lokalisation von ARM58 mit  Hilfe eines anderen Fluorophors zu überprüfen, wurde 
ARM58 am N-Terminus mit mCHERRY fusioniert. Hierfür wurde LinJ34.0220 mit den 
entsprechenden Restriktionsschnittstellen in den Vektor pCL2neo::mCHERRY ligiert. Nachdem das 
entstandene Konstrukt pCL2neo_mCHERRY::LinJ34.0220 in L. infantum transfiziert wurde, 
exprimierten die transgenen Leishmanien somit LinJ34.0220 mit einer N-terminalen mCHERRY-
Domäne. Um zu überprüfen, ob das Fusionsprotein mCherry::ARM58 hinsichtlich der Sb(III)-
resistenzvermittelnden Funktion mit dem unveränderten Protein vergleichbar ist, wurden Dosis-
Wirkungskurven erstellt. Es wurden 5x106 rekombinante Zellen in 10ml komplementiertem M199-
Medium mit unterschiedlichen Sb(III)-Konzentrationen kultiviert. Nach 3 Tagen wurden die 
Zellzahlen erneut bestimmt. Die absoluten Zellzahlen wurden in relatives Wachstum [%] 
umgerechnet. 
Aus Abb. 17 ist ersichtlich, dass L. inf. [mCherry::LinJ34.0220] gegenüber L.inf. [LinJ34.0220] 
keinen signifikant veränderten IC50-Wert aufweist. Die Dosis-Wirkungskurven der beiden 
rekombinanten Parasitenpopulationen sind kaum unterscheidbar. Die Überexpression von 
mCHERRY::LinJ34.0220 führt, ebenso wie die Überexpression von LinJ34.0220, zu einer Erhöhung 
des IC50 um circa das Dreifache.
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Abb. 17 Vergleich des Effektes von Sb(III) auf das Wachstum von L.inf. [LinJ34.0220] 
  und L.inf. [mCherry::LinJ34.0220]
Es wurden 5x105 Zellen/ml aus einer logarithmisch wachsenden Kultur ohne und mit  jeweils 100, 200, 400 
und 800µM Sb(III) in komplemetiertes M199-Medium eingesät. Nach 72 Stunden wurde die Zellzahl erneut 
bestimmt. Diese Zellzahlen wurden in relatives Wachstum [%] umgerechnet.
Die gestrichelten Linien deuten die IC50-Werte an. 
n=4
Das Fusionsprotein war dementsprechend funktional und konnte zur subzellulären Lokalisation von 
ARM58 verwendet werden. 
Zu diesem Zweck wurden promastigote L.inf. [mCherry::LinJ34.0220] auf einem Objektträger fixiert 
und Nukleus und Kinetoplast durch eine DAPI-Färbung sichtbar gemacht. Die Zellen wurden in 
einem Fluoreszenzmikroskop untersucht. Es zeigte sich, dass ARM58 eine spezifische Lokalisation 
innerhalb der Parasitenzelle einnimmt. Verstärkte mCHERRY-Fluoreszenzsignale wurden im 
Bereich des Nukleus, zwischen Nukleus und Kinetoplast sowie punktförmig im Zytoplasma 
beobachtet. Sehr auffällig war desweiteren eine deutliche Akkumulation des Proteins am anterioren 
Ende der Zelle. Abb. 18A und B zeigen jeweils eine Parasitenzelle. In beiden Abbildungen ist  die 













Abb. 18 ARM58 Lokalisation in Promastigoten
1x107 Promastigote L.inf. [mCHERRY::LinJ34.0220] wurden aus einer logarithmisch wachsenden Kultur 
entnommen und auf einem Objektträger fixiert. Nukleus und Kinetoplast wurden mit  einer DAPI-Färbung 
sichtbar gemacht. 
Abb. A und Abb. B zeigen jeweils eine promastigote Zelle. Zu sehen ist die Verteilung des mCHERRY-
Fluoreszenzsignals punktförmig im Zytoplasma, um den Nukleus, zwischen Nukleus und Kinetoplast  sowie 
deutliche Akkumulation am anterioren Ende der Zelle. 
n=Nukleus; k=Kinetoplast
DIC=differential interference contrast 
Um zu überprüfen, ob sich die Lokalisation von ARM58 nach Behandlung mit Sb(III) verändert, 
wurden promastigote L. inf. [mCherry::LinJ34.0220] mit unterschiedlichen Sb(III)-Konzentrationen 
kultiviert. Nach 72 Stunden erfolgte die Fixierung auf einem Objektträger. Nachdem Nukleus und 




Die Lokalisation von ARM58 blieb unverändert. Auffällig war jedoch, dass die Intensität der 
Fluoreszenz anstieg. Die Zellen, die mit 400 µM Sb(III) behandelt waren, zeigten die stärkste 
Fluoreszenz (Daten nicht gezeigt). Dies führte zu der Frage, ob die ARM58-Menge durch die Sb(III)-
Behandlung ansteigt. 
 4.2.3 ARM58-Menge nach Sb(III)-Behandlung
Um zu überprüfen, ob die durchschnittliche ARM58-Menge in mit Sb(III) behandelten Zellen höher ist 
als in unbehandelten Zellen, wurden promastigote L. inf. [mCHERRY::LinJ34.0220], die für drei Tage 
mit unterschiedlichen Sb(III)-Konzentrationen kultiviert waren, einer FACS (fluorescence-activated cell 
sorting)-Analyse unterzogen. Diese spezialisierte Form der Durchflusszytometrie ermöglicht die 
Quantifizierung des Fluoreszenzsignals. Somit wird indirekt die vorhandene Menge ARM58 
quantifiziert. 
Zellen, die mit 100 µM  Sb(III) behandelt  wurden, zeigten hinsichtlich der ARM58 Menge keinen 
signifikanten Unterschied zu unbehandelten Zellen (Daten nicht gezeigt). In Abb. 19 ist ersichtlich, 
dass Zellen, die mit 200 µM Sb(III) behandelt waren, ein um 6,2 % verstärktes Fluoreszenzsignal 




















Abb. 19 FACS-Analyse L. inf. [mCHERRY::ARM58] behandelt mit Sb(III) im Vergleich zu 
  unbehandelten Zellen 
Promastigote L. inf. [mCHERRY::ARM58] wurden drei Tage in 10 ml komplementiertem M199-Medium ohne 
und mit  200 µM Sb(III) oder 400 µM Sb(III) kultiviert. Das Fluoreszenzsignal von jeweils 30000 Zellen wurde in 
einer FACS-Analyse quantifiziert. 
Um dieses Ergebnis auf RNA-Ebene zu überprüfen, wurde eine real-time qPCR durchgeführt. 5x106 
promastigote L. inf. [mCHERRY::LinJ34.0220] sowie L. inf. [pCLneo] wurden für drei Tage mit 
unterschiedlichen Sb(III)-Konzentrationen kultiviert. An Tag 3 wurde die mRNA von unbehandelten 
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sowie der mit Sb(III) behandelten Zellen isoliert und in cDNA umgewandelt. Diese cDNA wurde in 
einer real-time qPCR quantifiziert. Die Ergebnisse sind in Abb. 20 dargestellt.  
Auch die LinJ34.0220 mRNA Menge war bei mit Sb(III) behandelten Zellen von L. inf. 
[mCHERRY::LinJ34.0220] höher als bei unbehandelten Zellen. Die Behandlung mit 200 µM Sb(III) 
führte zu einer Verdopplung der mRNA Menge. Bei L. inf. [pCLneo] blieb die LinJ34.0220 mRNA 













































































Abb. 20 Relative LinJ34.0220 mRNA Menge nach Behandlung der Zellen mit Sb(III)
LinJ34.0220 mRNA wurde mittels real-time qPCR quantifiziert. Die mRNA aus 5x107 logarithmisch 
wachsenden promastigoten L. inf. [pCLneo] und L. inf. [mCHERRY::LinJ34.0220] vor und nach Behandlung 
mit  jeweils 200 µM Sb(III) oder 400 µM Sb(III) wurde isoliert und durch reverse Transkriptase unter 
Verwendung von random-Primern in cDNA umgewandelt. Diese cDNA wurde in einer real-time qPCR 
quantifiziert. Als interner Standard diente die Quantifizierung von Aktin mRNA. 
Es erfolgte die Bestimmung von Doppelansätzen.  
Insgesamt legen diese Ergebnisse nahe, dass die Behandlung einer mit pCLneo_LinJ34.0220 
transfizierten Parasitenpopulation mit Sb(III) auf die Parasiten selektiert, die am meisten Plasmide 





 4.2.4 Lokalisation von ARM58 in intrazellulären Amastigoten 
Es konnte gezeigt werden, dass ARM58 auch dem intrazellulären amastigoten Stadium der Parasiten 
erhöhte Resistenz gegenüber dem Standardtherapeutikum Pentostam® verleiht. Mittels direkter 
Immunfluoreszenzmikroskopie sollte ARM58 daher auch in Amastigoten lokalisiert werden. Hierfür 
wurden Immunfluoreszenzaufnahmen von infizierten murinen Knochenmarksmakrophagen erstellt. Die 
Makrophagen wurden in einem Verhältnis von 1:10 mit L. inf. [mCherry::ARM58] infiziert. Nach 4 
Stunden wurden die nicht phagozytierten Parasiten mit 1xPBS abgewaschen. Nach weiteren 24 Stunden 
wurden die Zellen auf einem Objektträger fixiert. Durch eine DAPI-Färbung wurden Nukleus und 
Kinetoplast der Parasiten sowie Nukleus des Makrophagen markiert. Die Zellen wurden in einem 
Fluoreszenzmikroskop untersucht. 
Die mCHERRY-Fluoreszenz stimmt mit der Lokalisation der Amastigoten überein. Aufgrund der 
geringen Größe der Amastigoten lässt sich die Lokalisation jedoch mit dieser Methode nicht näher 
bestimmen. ARM58 wird nicht in das Makrophagenzytoplasma exportiert, es lässt sich jedoch nicht 








Abb. 21 Lokalisation von ARM58 in intrazellulären Amastigoten  
Murine Knochenmarksmakrophagen wurden in einem Verhältnis von 1:10 mit L. inf. [mCHERRY::LinJ34.0220] 
infiziert. Nach 4 Stunden wurden die nicht-phagozytierten Leishmanien mit 1xPBS abgewaschen. Nach weiteren 
24 Stunden wurden die Zellen auf einem Objektträger fixiert  und Nukleus und Kinetoplast durch eine DAPI-
Färbung markiert.    
n=Nukleus; k=Kinetoplast; mn= Makrophagennukleus 
Nach Behandlung der infizierten Makrophagen mit Pentostam® änderte sich die Lokalisation von 
ARM58 nicht. 
 
 4.2.5 Deletion der ARM58-Domänen DUF1935-1/2/3/4 (D1-D4)
Um den funktionellen Bereich des Proteins einzugrenzen, sollte herausgefunden werden, welche der 
DUF1935 im Kontext der Sb(III)-Resistenz von Bedeutung sind. Hierfür wurden mittels PCR 
Deletionskonstrukte hergestellt, in denen jeweils eine der vier Domänen deletiert  wurde. 
Ausgangsplasmid war pUC19_LinJ34.0220. In Abb. 22A ist LinJ34.0220 mit den 4 Domänen 








Abb. 22 Alignment der Primer für die Deletion der Domänen D1-D4 
In Abb. A ist LinJ34.0220 mit den 4 DUF1935 schematisch dargestellt. 
Abb. B zeigt die Bindungsstellen der Oligonukleotide für die Amplifikation der Deletionskonstrukte. 
Es wurden jeweils die Bereiche ab dem 5´ und ab dem 3´ Ende der zu deletierenden Sequenz amplifiziert. 
Durch Blunt-end Ligation wurden die Enden religiert. 
Nach PCR wurden die Produkte durch Ligase re-zirkularisiert und in E. coli amplifiziert. Aus dem 
pUC19 Vektor wurden die verkürzten Gene mit den Restriktionsenzymen Nde1 und BamH1 
ausgeschnitten und zwischen die Nde1 und BglII Schnittstellen des Expressionsvektors pCLneo 
ligiert. Diese Konstrukte wurden in L. infantum Wildtyp transfiziert. Um zu überprüfen, welche der 
deletierten Domänen für die Sb(III)-Resistenz wichtig sind, wurden 5x105 Zellen/ml in 
komplementiertes M199 mit unterschiedlichen Sb(III)-Konzentrationen eingesät. Nach drei Tagen 
wurde die Zellzahl erneut bestimmt und in relatives Wachstum [%] umgerechnet. Diese Zahlen sind 
in Abb. 23A in einer Dosis-Wirkungskurve dargestellt. Zusätzlich ist  der jeweilige IC50-Wert in 
Abb. 23B in einem Balkendiagramm dargestellt. 
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Die Deletion der einzelnen Domänen hat unterschiedliche Auswirkungen auf die Sb(III)-Resistenz. 
Durch Deletion der dritten Domäne ist  die erhöhte Toleranz gegenüber Sb(III) vollständig 
aufgehoben. Das Wachstum von L. inf. [LinJ34.0220∆DUF3] unterscheidet sich unter Sb(III) nicht 
von L. inf. [pCLneo]. Somit ist die dritte Domäne ausschlaggebend für die Antimonresistenz- 
verleihende Funktion des Proteins. Die Deletion der Domänen 1 und 2 zeigt eine für beide 
Varianten gleichermaßen verringerte Resistenz gegenüber Sb(III). Verglichen mit der 
Überexpression des intakten Proteins verringert sich die IC50 signifikant von 366 µM  Sb(III) (L. inf. 
[LinJ34.0220]) auf 104 µM Sb(III) (L. inf. [LinJ34.0220∆DUF1] und L. inf. [LinJ34.0220∆DUF2]). 
Dies zeigt, dass die Domänen eins und zwei in geringerem Maße als die dritte Domäne für die Sb(III)-
Resistenz mitverantwortlich sind. Einzig die Deletion der vierten Domäne ist für die Sb(III)-
Resistenz bedeutungslos. Die Toleranz gegenüber Sb(III) unterscheidet sich für L. inf. [LinJ34.0220] 
und L. inf. [LinJ34.0220∆DUF4] nicht signifikant. 
Für die vollständige Funktion von ARM58 als Antimon-Resistenzmarker müssen somit die 
Domänen eins, zwei und drei vorhanden sein. Durch die Deletion der dritten Domäne geht die 
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Abb. 23 Effekt von Sb(III) auf das Wachstum von L. inf. [LinJ34.0220∆DDUF1/2/3/4]    
Es wurden 5x106 rekombinante promastigote Zellen aus einer logarithmisch wachsenden Kultur ohne und 
mit  jeweils 100, 200, 400 oder 800 µM Sb(III) in 10ml komplementiertes M199-Medium eingesät. Nach 72 
Stunden wurden die Zellzahlen erneut bestimmt. Die absoluten Zahlen wurden in relatives Wachstum [%] 
umgerechnet. Die IC50-Werte sind in Abb. A durch gestrichelte Linien angedeutet. 
In Abb. B sind die IC50 Werte als Balkendiagramm dargestellt. Die Signifikanz bezieht sich auf den 
Unterschied zu dem intakten Protein (L. inf. [LinJ34.0220] ).  




Um auszuschließen, dass die unterschiedlich starke Resistenz gegenüber Sb(III) durch 
unterschiedliche Expression der Transgene bedingt ist, wurde eine real-time qPCR durchgeführt. Die 
Primer wurden so gewählt, dass sie innerhalb der vierten Domäne binden, da die Deletion der vierten 
Domäne zu keiner Veränderung des Phänotyps führt. Daher wurde L. inf. [LinJ34.0220∆DUF4] nicht in 
die real-time qPCR mit einbezogen. 
Abb. 24 zeigt die Ergebnisse der real-time qPCR. Die relativen LinJ34.0220 mRNA Mengen der 
unterschiedlichen rekombinanten Parasiten sind als Balkendiagramme im Vergleich zu L.inf. [pCLneo] 
dargestellt. Es ist ersichtlich, dass alle getesteten Gene 28 bis 38-fach überexprimiert werden. Es 
bestehen dementsprechend keine signifikanten Unterschiede in der Expression der verschiedenen 
Konstrukte. LinJ34.0220∆DUF3 wird am stärksten exprimiert. Dies zeigt deutlich, dass der Verlust 
der erhöhten Sb(III)-Resistenz von L. inf. [LinJ34.0220∆DUF3] auf das Fehlen der dritten Domäne 


































































Abb. 24 Relative mRNA Menge von L. inf.  [LinJ34.0220∆DUF1/2/3/]
Die mRNA aus 5x107 logarithmisch wachsenden Promastigoten von L.inf. [pCLneo], L.inf. [LinJ34.0220], 
L.inf. [LinJ34.0220∆DUF1], L.inf. [LinJ34.0220∆DUF2] und L.inf. [LinJ34.0220∆DUF3] wurde isoliert  und 
durch reverse Transkriptase unter Verwendung von random-Primern in cDNA umgewandelt. Diese cDNA 
wurde in einer real-time qPCR quantifiziert. Als interner Standard diente die Quantifizierung von Aktin 
mRNA. 
Es erfolgte die Bestimmung von Doppelansätzen.  
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Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass die Funktionalität  des Proteins hinsichtlich der Resistenz 
gegenüber Sb(III) von dem Vorhandensein der dritten Domäne abhängt. Für die Erlangung der 
vollständigen Funktionalität sind jedoch auch die erste und die zweite Domäne notwendig. Die 
vierte Domäne hat im Zusammenhang mit der Sb(III)-Resistenz keine Funktion. 
 4.2.6 Deletion der Einschubsequenz zwischen D3 und D4
ARM58 und das von LinJ34.0210 kodierte Protein ARM-REL (ARM58-related protein) besitzen 
eine ähnliche Struktur. Auch ARM-REL besteht aus 4 DUF1935. Der auffälligste Unterschied 
zwischen den beiden Proteinen ist ein Einschub von 31 Aminosäuren zwischen D3 und D4 von 
ARM58, der bei ARM-REL nicht vorhanden ist (s. 4.1.1). Daher sollte untersucht werden, ob diese 
Einschubsequenz in Zusammenhang mit der Sb(III)-Resistenz steht, die nur ARM58 verleiht. Durch 
PCR wurde eine Mutante von LinJ34.0220 erstellt, bei der diese Einschubsequenz fehlt. Als 
Ausgangsplasmid wurde pUC19_LinJ34.0220 verwendet. In Abb. 25 sind die Bindungsstellen der 
Oligonukleotide für die Amplifikation des Deletionskonstruktes schematisch dargestellt.
Abb. 25 Alignment der Primer für die Deletion der Einschubsequenz 
Abb. 25 zeigt die Bindungsstellen der Oligonukleotide für die Amplifikation des Deletionskonstruktes 
pUC19 _LinJ34.0220∆insertion. 
Es wurden die Bereiche ab dem 5´ und ab dem 3´ Ende der zu deletierenden Einschubsequenz amplifiziert. 
Durch Blunt-end Ligation wurden die Enden religiert. 
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Aus dem pUC19 Vektor wurde das Gen ohne die Einschubsequenz mit Nde1 und BamH1 
ausgeschnitten und zwischen die Nde1 und BglII Schnittstellen des Expressionsvektors pCLneo 
ligiert. Das Konstrukt pCLneo_LinJ34.0220∆insertion wurde in L. infantum Wildtyp  transfiziert. 
Um zu überprüfen, ob die Einschubsequenz einen Einfluss auf die Funktion des Proteins als 
Antimon-Resistenzmarker hat, wurden 5x106 Zellen mit unterschiedlichen Sb(III)-Konzentrationen 
in Medium eingesät. Nach drei Tagen wurde die Zellzahl erneut bestimmt. Die Zellzahlen von 4 
unabhängigen Experimenten wurden in relatives Wachstum [%] umgerechnet  und sind in Abb. 26 in 
einer Dosis-Wirkungskurve dargestellt. 
Aus Abb. 26 geht hervor, dass die Einschubsequenz keine Bedeutung für die Funktion von ARM58 
als Antimon-Resistenzmarker hat. Die Deletion der Einschubsequenz zwischen D3 und D4 von 
ARM58 verändert die Toleranz von L. inf. [LinJ34.0220] gegenüber Sb(III) nicht. Unter Sb(III) ist 
kein Unterschied zwischen dem Wachstumsverhalten von L. inf. [LinJ34.0220] und L. inf. 
[LinJ34.0220∆insertion] erkennbar. 



























Abb. 26 Effekt von Sb(III) auf das Wachstum von L. inf. [LinJ34.0220∆insertion]
Es wurden 5x106 rekombinante promastigote Zellen aus einer logarithmisch wachsenden Kultur ohne und 
mit  jeweils 100, 200, 400 oder 800 µM Sb(III) in 10ml komplementiertes M199-Medium eingesät. Nach 72 
Stunden wurden die Zellzahlen erneut  bestimmt. Die absoluten Zahlen wurden in relatives Wachstum [%] 





 4.2.7 Austausch der 3. Domäne zwischen ARM58 und ARM-REL
Es wurde gezeigt, dass die dritte Domäne von ARM58 (D3-0220) die größte Bedeutung hinsichtlich 
der Antimonresistenz-vermittelnden Funktion des Proteins besitzt (s. 4.2.4). Daher ergab sich die 
Frage, ob D3-0220 auch im Kontext von ARM-REL Antimonresistenz vermitteln kann. Hierfür 
sollte D3-0220 gegen die dritte Domäne von ARM-REL (D3-0210) ausgetauscht werden. 
Nachfolgend sollte überprüft werden, ob auch LinJ34.0210-D3-0220 Leishmania bei 
Überexpression erhöhte Toleranz gegenüber Sb(III) verleiht. 
Abb. 27 zeigt die Klonierungsstrategie für die Domänenaustauschkonstrukte auf Basis des Plasmids 
pUC19_LinJ34.0220 bzw. pUC19_LinJ34.0210. Aus diesen Ausgangsplasmiden wurde mittels PCR 
jeweils D3-0210 bzw. D3-0220 deletiert. Hierbei wurde eine NarI und eine SnaBI 
Restriktionsschnittstelle eingefügt. Aus demselben Plasmid wurde die jeweilige D3-Domäne 
amplifiziert. Auch hier wurden die genannten Restriktionsschnittstellen eingefügt, über die die D3-
Domänen dann mit dem wie beschrieben vorbereiteten Vektor ligiert  wurden. Abb. 27A zeigt die 
Bindungsstellen der Oligonukleotide für die Deletion der jeweils dritten Domänen und die 
Einfügung der Restriktionsschnittstellen zur Vorbereitung der Vektoren (∆D3-SnaB1 und ∆D3-
Nar1). Desweiteren sind die Bindungsstellen der Oligonukleotide für die Amplifikation von 
D3-0220 bzw. D3-0210 dargestellt (D3-SnaB1 und D3-Nar1). In Abb. 27B sind die fertigen 




Abb. 27 Klonierungsstrategie für den Austausch der D3-Domänen zwischen ARM58 und 
  ARM-REL
Abb. A zeigt  die Bindungsstellen der Oligonukleotide für die Deletion der jeweils dritten Domänen und die 
Einfügung der Schnittstellen zur Vorbereitung der Vektoren (∆D3-SnaB1 und ∆D3-Nar1). Desweiteren sind 
die Bindungsstellen der Oligonukleotide für die Amplifikation von D3-0220 bzw. D3-0210 dargestellt (D3-
SnaB1 und D3-Nar1). 
In Abb. B sind die fertigen Domänenaustauschkonstrukte dargestellt. 
Zusätzlich zu dem Austausch zwischen D3-0210 und D3-0220 wurde D3-0210 als Negativkontrolle 
zurück in das Deletionskonstrukt pUC19 [LinJ34.0210∆D3] und D3-0220 als Positivkontrolle in 
pUC19 [LinJ34.0220∆D3] ligiert. Dies diente der Überprüfung, ob die eingefügten 
Restriktionsschnittstellen die Funktion der Proteine beeinflussen. 
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Aus dem pUC19 Vektor wurden die Gene mit Nde1 und BamH1 ausgeschnitten und zwischen die 
Nde1 und BglII Schnittstellen des Expressionsvektors pCLneo ligiert. Die Konstrukte wurden 
jeweils in L. infantum Wildtyp  transfiziert. Um die Toleranz der rekombinanten Parasiten gegenüber 
Sb(III) zu untersuchen wurden 5x106 Zellen mit unterschiedlichen Sb(III)-Konzentrationen 
inkubiert. Nach drei Tagen wurde die Zellzahl erneut bestimmt. Die Zellzahlen aus vier 
unabhängigen Experimenten wurden in relatives Wachstum umgerechnet und sind in Abb. 28A 
zusammengefasst. Zusätzlich sind die IC50-Werte in Abb. 28B als Balkendiagramm dargestellt. 
Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dass das Protein ARM-REL, welches keine Funktion hinsichtlich 
der Antimonresistenz hat, durch das Einbringen der dritten Domäne von ARM58 ebenfalls erhöhte 
Toleranz gegenüber Sb(III) vermittelt. Die Sb(III)-Resistenz von L. inf. [LinJ34.0210-D3-0220] im 
Vergleich zu L. inf. [LinJ34.0210-D3-0210] ist signifikant erhöht. Der IC50-Wert erhöht sich von 
130 µM Sb(III) (L. inf. [LinJ34.0210-D3-0210]) um circa das Doppelte auf 268 µM  Sb(III) (L. inf. 
[LinJ34.0210-D3-0220]). 
Es ist zu sehen, dass ARM-REL durch das Einbringen von D3-0220 eine geringere Toleranz gegenüber 
Sb(III) verleiht als das vollständige Protein ARM58. Es wurde bereits gezeigt, dass für die vollständige 
Funktionalität von ARM58 auch die ersten beiden Domänen benötigt werden (s. 4.2.4). Daher ist der im 
Vergleich zu L. inf. [LinJ34.0220-D3-0220] geringere IC50-Wert von L. inf. [LinJ34.0210-D3-0220] 
vermutlich auf das Fehlen der ersten und zweiten Domäne von ARM58 zurückzuführen. Diese 
Vermutung wird dadurch unterstützt, dass der IC50 von L. inf. [LinJ34.0210-D3-0220] mit den IC50-
Werten für L. inf. [LinJ34.0220∆DUF1] bzw. L. inf. [LinJ34.0220∆DUF2] vergleichbar ist  (s. 4.2.4, 
Abb. 23).
Das Wachstum der Negativkontrolle (L. inf. [LinJ34.0210-D3-0210]) ist unter Sb(III) mit dem 
Wachstum von L. inf. [pCLneo] vergleichbar. Ebenso ist der IC50-Wert der Positivkontrolle (L. inf. 
[LinJ34.0220-D3-0220]) mit 350 µM  Sb(III) mit dem IC50-Wert von L. inf. [LinJ34.0220] 
vergleichbar. Diese beiden Kontrollen zeigen, dass das Einbringen der für die Klonierung notwendigen 
NarI- und SnaBI-Restriktionsschnittstellen keinen Effekt auf die Funktion der Proteine hatte. Somit 
kann die erhöhte Toleranz von L. inf. [LinJ34.0210-D3-0220] gegenüber Sb(III) eindeutig auf das 
Einbringen von D3-0220 in ARM-REL zurückgeführt werden. 
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Abb. 28 Effekt von Sb(III) auf das Wachstum von L. inf. [LinJ34.0210-D3-0220]
Es wurden 5x106 rekombinante promastigote Zellen aus einer logarithmisch wachsenden Kultur ohne und 
mit  jeweils 100, 200, 400 oder 800 µM Sb(III) in 10ml komplementiertes M199-Medium eingesät. Nach 72 
Stunden wurden die Zellzahlen erneut  bestimmt. Die absoluten Zahlen wurden in relatives Wachstum [%] 
umgerechnet. Die IC50-Werte sind in Abb. A durch gestrichelte Linien angedeutet. 
In Abb. B sind die IC50-Werte von L. inf. [LinJ34.0210-D3-0220] sowie den Kontrollpopulationen L. inf. 
[LinJ34.0210-D3-0210] und L. inf. [LinJ34.0220-D3-0220] dargestellt. 





5.1 LinJ34.0220 verleiht bei Überexpression Sb(III)- und Sb(V)-Resistenz
Die in einigen Endemiegebieten, wie bspw. Nord-Indien, Nepal und Bangeladesch, weit  verbreitete 
Resistenz gegenüber Antimonpräparaten stellt durch den Mangel an kostengünstigen 
Alternativmedikamenten ein großes Problem bei der Behandlung der Leishmaniose dar (Sundar et 
al., 2000). Daher ist es sehr wichtig, die molekularen Mechanismen, die hinter der 
Antimonresistenz stehen, aufzuklären. 
Der vorliegenden Arbeit liegt die Identifizierung eines Antimonresistenz-vermittelnden Gens 
zugrunde. Die Funktion dieses Gens wurde durch genetische Komplementation identifiziert. Diese 
Methode wurde bereits in unterschiedlichen Spezies erfolgreich angewendet. Beispielsweise wurde 
ein Gen aus L. infantum durch genetische Komplementation als Resistenz-vermittelnd gegenüber 
Miltefosin und Sb(III) identifiziert  (Choudhury et al., 2008). Auch in anderen wissenschaftlichen 
Bereichen wird diese Methode erfolgreich eingesetzt. So konnte durch genetische Komplementation 
unter anderem auch ein Gen identifziert werden, welches murine embryonische Fibroblasten vor 
TNF- (Tumor Nekrose Faktor) induziertem Zelltod schützt (Sasazuki et al., 2002). 
Das dieser Arbeit zugrunde liegende Gen wurde in L. braziliensis vorläufig als Antimon-
Resistenzmarkergen identifiziert (LbrM20.0210). Bei drei unabhängigen Sb(III)-Selektionen 
wurden nur Cosmide reisoliert, die dieses Gen trugen (Dissertation A. Nuehs, 2010). In der 
vorliegenden Arbeit konnte das orthologe Gen aus L. infantum (LinJ34.0220) sowohl in L. infantum 
selbst als auch in der nahe verwandten Spezies L. donovani als Antimonresistenz-vermittelnd 
verifiziert werden. 
Zunächst wurde überprüft, ob die Überexpression von LinJ34.0220 in promastigoten L. infantum 
und L. donovani Resistenz gegenüber Sb(III) vermittelt. Dies traf für die beiden Spezies in 
unterschiedlichem Maß zu. Während die Überexpression von LinJ34.0220 den IC50-Wert für L. 
infantum um circa das Dreifache erhöhte, konnte bei L. donovani eine vierfache Erhöhung des IC50 
festgestellt  werden. Durch real-time qPCR wurde die Expression von LinJ34.0220 quantifiziert. Für 
L. donovani zeigte sich eine deutlich höhere Expression des Gens. Dies ist vermutlich auf die 
unterschiedliche Sensitivität der beiden Stämme gegenüber dem Selektionsantibiotikum G418 
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zurückzuführen. Das episomal propagierte Plasmid kodiert LinJ34.0220 sowie ein Resistenzgen für 
G418. Da L. donovani BPK091 sensitiver gegenüber G418 ist als der in dieser Arbeit verwendete L. 
infantum Stamm, wurde L. donovani auf höhere Kopienzahl selektiert, um ausreichende G418-
Resistenz zu erlangen. Dementsprechend weist L. donovani auch eine höhere LinJ34.0220-
Expression auf. Dieses Ergebnis bestätigt den Gendosis-Effekt von LinJ34.0220 (s. auch 
Diplomarbeit L. Trübe, 2009). Je stärker das Gen exprimiert wird, desto größer ist die Wirkung. 
Das klinisch relevante Stadium der Leishmanien sind intrazelluläre Amastigote. Da Sb(III) auch für 
den Wirt toxisch ist, erfolgt die Behandlung mit Medikamenten, die als aktive Komponente Sb(V) 
beinhalten. Dieses wird im Makrophagen oder im Parasiten selber zu Sb(III) reduziert (Ephros et 
al., 1999; Shaked-Mischan et al., 2000). Die Behandlung von Promastigoten mit Sb(III) ist daher 
weit entfernt von klinischen Bedingungen und sollte nur für vorläufige Untersuchungen verwendet 
werden. Die Überprüfung in einem in vitro Infektionsmodell ist unerlässlich.
Es stehen unterschiedliche Infektionsmodelle zur Verfügung. Im Rahmen dieser Arbeit wurden 
murine Knochenmarksmakrophagen (murine bone-marrow derived macrophages, BMMs) 
verwendet. Generell gilt dies als am besten geeignetes in vitro Infektionsmodell. Im Gegensatz zu 
den ebenfalls häufig verwendeten peritonealen Makrophagen handelt es sich bei BMMs um eine 
aus naiven Vorläuferzellen differenzierte Population, was mögliche Interferenz mit vorheriger 
Antigenexposition ausschließt. Häufig werden für in vitro Infektionsversuche mit Leishmanien und 
anderen intrazellulären Erregern, wie Mykobakterien, auch Zelllinien verwendet, beispielsweise 
THP1-oder J774-Zellen (Fontán et al., 2008; Dermine et al., 2005; und andere). Die THP-1 Zellen 
wurden ursprünglich aus dem Blut eines an akuter monozytärer Leukämie erkrankten Kindes 
isoliert (Tsuchiya et al., 1980). Durch Behandlung mit Phorbolestern differenzieren sie zu 
Makrophagen-ähnlichen Zellen. Die J774-Zelllinie ist eine murine Makrophagen-ähnliche Zelllinie. 
Die Zellen wurden aus einem Tumor einer Balb/c-Maus isoliert. Diese Zelllinien werden 
verwendet, um die Anzahl der Mäuse, die zur Gewinnung der Knochenmarksmakrophagen getötet 
werden müssen, zu verringern. Desweiteren ist das Arbeiten mit einer Zelllinie weniger zeit- und 
arbeitsintensiv, als die Gewinnung von murinen Knochenmarksmakrophagen. Auch in dieser Arbeit 
wurde aus den genannten Gründen zunächst  versucht THP-1 Zellen zu infizieren. Es ist jedoch 
nicht gelungen mit dieser Zelllinie zu den murinen Knochenmarksmakrophagen vergleichbare 
Ergebnisse zu erzielen. Die Infektionsrate war durchweg zu gering, so dass die Unterschiede 
zwischen den rekombinanten Parasiten durch eine Antimonbehandlung nicht aussagekräftig waren. 
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Nach Behandlung der mit L. infantum oder L. donovani infizierten Knochenmarksmakrophagen mit 
80µg Pentostam® erhöhte sich die Infektionsrate durch die Überexpression von LinJ34.0220 
signifikant um circa das Zweifache. Somit konnte gezeigt werden, dass die Überexpression des 
Gens LinJ34.0220 auch intrazelluläre Amastigote vor dem Standardtherapeutikum Pentostam® 
schützt. 
Die Überexpression von LinJ34.0220 führt in Promastigoten zu einer Erhöhung des IC50 um das 
Drei- (L. infantum) bis Vierfache (L. donovani). Die Infektionsrate in murinen 
Knochenmarksmakrophagen steigt um das Doppelte. Es ist auffällig, dass der Effekt der 
Überexpression von LinJ34.0220 in der Promastigotenkultur größer ist als im Infektionsmodell. 
Dies ist vermutlich darauf zurückzuführen, dass das Infektionsmodell mit murinen 
Knochenmarksmakrophagen näher an den klinischen Bedingungen ist, als das 
Promastigotenmodell. Es ist bekannt, dass Pentostam® in vivo auch die Abwehrmechanismen der 
Makrophagen, z.B. die Produktion reaktiver Sauerstoff Spezies (reactive oxygen species, ROS) 
aktiviert (Rais et al., 2000). Diese wirken, zusätzlich zu dem direkten Wirkungsmechanismus des 
Antimons, leishmanizid. Es wurde gezeigt, dass der Effekt von Pentostam® in scid (severe 
combined immunodeficiency)-Mäusen deutlich geringer war als in immunkompetenten Mäusen 
(Escobar et al., 2001). Auch in T-Zell-defizienten Mäusen ist der Effekt der Pentostambehandlung 
stark herabgesetzt (Murray et al., 1989). Dies verdeutlicht, dass ein intaktes Immunsystem des 
Wirts hinsichtlich des Erfolgs einer Antimontherapie von großer Bedeutung ist. Pentostam® 
aktiviert auch in vitro die Abwehrmechanismen des Makrophagen. Somit wirken im Makrophagen-
Infektionsmodell durch die Pentostambehandlung weitere inhibierende Faktoren auf die 
Leishmanien. Der geringere Effekt der Überexpression von LinJ34.0220 in mit Pentostam® 
behandelten intrazellulären Amastigoten könnte vor diesem Hintergrund ein Hinweis darauf sein, 
dass ARM58 Leishmanien nur vor den direkten Einflüssen des Antimons schützt und nicht vor den 
Abwehrmechanismen des Wirts. 
Ein weiterer Unterschied zwischen der Behandlung einer Promastigotenkultur mit Sb(III) und der 
Behandlung der intrazellulären Amastigoten mit Pentostam® ist, dass Pentostam® zusätzlich zu der 
aktiven Komponente Sb(V) den Konservierungsstoff Chlorocresol enthält. Dieser besitzt in 
geringem Maße ebenfalls leishmanizide Wirkung (Ephros et al., 1997) und stellt somit einen 
weiteren zusätzlich inhibierenden Effekt dar. 
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Zieht man diese Faktoren mit in Betracht, wird deutlich, wie groß der Unterschied zwischen der 
Behandlung einer Promastigotenkultur mit Sb(III) und der Behandlung von intrazellulären 
Amastigoten mit Pentostam® ist. Dies unterstreicht die Notwendigkeit Resistenzmarkergene nicht 
nur im Promastigotenmodell zu untersuchen, sondern möglichst das praxisnahe Infektionsmodell 
mit murinen Knochenmarksmakrophagen zu nutzen.
Am aussagekräftigsten wäre die Überprüfung der resistenzvermittelnden Funktion von ARM58 im 
Tiermodell. Das Mausmodell ist für Leishmania etabliert (Handman et al., 1979). Dieses Modell 
kann jedoch nur mit Maus-pathogenen Spezies genutzt werden und dementsprechend nicht mit L. 
infantum und L. donovani. Daher müsste LinJ34.0220 in L. major zur Überexpression gebracht 
werden. Mit diesen rekombinanten Parasiten könnten die für Leishmanien empfänglichen Balb/c-
Mäuse infiziert werden. Die Parasiten werden in den Fußballen inokuliert. Darauffolgend kommt es 
zur Schwellung des Fußes mit nachfolgender Ulzeration. Der Infektionsverlauf kann daher durch 
Messung der Fussballendicke nicht-invasiv und präzise verfolgt werden. Durch die Behandlung der 
mit den rekombinanten Parasiten infizierten Mäuse mit Antimonpräparaten könnte somit überprüft 
werden, ob ARM58 auch in vivo Schutz vor Antimon verleiht. 
Gegenüber L. donovani-Infektionen weisen Mäuse eine natürliche Resistenz auf. Goldhamster 
(Mesocricetus auratus) und Baumwollratte (Sigmodontis hispidus) hingegen lassen sich erfolgreich 
mit L. donovani infizieren (Hommel et al., 1995). Der Krankheitsverlauf ähnelt einer humanen 
viszeralen Leishmaniose. Bei subkutaner Inokulation der Parasiten bildet sich keine Läsion. Daher 
besteht keine Möglichkeit die Infektion äußerlich zu verfolgen. Die Verfolgung der Infektion ist nur 
durch Entnahme von Milz- oder Leberbiopsien möglich. Auch die langen Infektionszeiten von bis 
zu einem Jahr (Lira et al., 1998) sprechen gegen die Verwendung dieser Tiere als Infektionsmodell.   
Auch der Hund wird als Infektionsmodell für Leishmanien genutzt. Der Hund ist einerseits selber 
Patient. Andererseits stellt er als Reservoirwirt für Leishmania infantum auch einen wichtigen 
Angriffspunkt bei der Kontrolle der humanen Leishmaniose dar. Die Symptome der kaninen 
Leishmaniose stimmen weitgehend mit den Symptomen der humanen Leishmaniose überein. Somit 
stellt der Hund einen guten Modellorganismus auch für die humane Leishmaniose dar. Das größte 
Problem bei der experimentellen kaninen Leishmaniose ist  die sehr unterschiedliche Reaktion auf 
die Infektion. Dies reflektiert zwar das Spektrum der möglichen klinischen Auswirkungen einer 
natürlichen Infektion, verhindert jedoch die Homogenität und Reproduzierbarkeit, die für definitive 
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Schlussfolgerungen notwendig sind. Auch die begrenzte Auswahl an immunologischen Markern 
und anderen Reagenzien für Hunde beschränkt die Verwendbarkeit dieses Modells (Moreno et al., 
2002). 
Insgesamt ist das Mausmodell aufgrund der reproduzierbaren und gut zu überwachenden 
Infektionen als zu bevorzugendes Tiermodell anzusehen. 
5.2 Charakterisierung von ARM58
Um weitere Hinweise auf den Resistenzmechanismus zu erhalten wurde ARM58 strukturell und 
zellbiologisch charakterisiert.
 5.2.1 Anti-ARM58 Antikörper 
Für die Charakterisierung sollte ein spezifischer Antikörper verwendet werden. Dieser wurde aus 
Hühner-Eidotter gewonnen. Hühner produzieren IgY, welches mit dem IgG der Säugetiere 
vergleichbar ist. Das IgY wird rezeptorvermittelt aus dem Blut ins Eigelb transportiert und bildet 
dort mit einer Verzögerung von circa 7 Tagen die IgY-Konzentration im Blut ab. Somit ist das 
Eidotter eine Quelle zur tierschonenden Gewinnung von spezifischen Antikörpern (Staak & 
Schwarzkopf, 2009). Auch die gewinnbare Menge antigenspezifischen IgY ist  sehr viel größer als 
die Menge IgG, die beispielsweise aus Kaninchenblut gewonnen werden kann. 
Der gewonnene anti-ARM58 Antikörper wurde in Immunoblot-Analysen getestet. Rekombinantes 
ARM58 wurde mit zufriedenstellender Sensitivität bis zu einer Konzentration von <8 ng erkannt. 
Endogenes ARM58 im Proteinlysat von Wildtypzellen wurde jedoch nicht erkannt. Im Proteinlysat 
von L. inf. [LinJ34.0220], in dem ARM58 in erhöhter Konzentration vorliegt, zeigte sich im 
Immunoblot nur eine schwache Bande. Dieses Ergebnis konnte nicht reproduziert werden. Im 
Folgenden werden drei mögliche Erklärungen dargestellt, warum der Antikörper das endogene 
Protein nicht erkennt. 
1) Die intrazelluläre Konzentration des endogenen Proteins liegt unterhalb der Nachweisgrenze. 
Es ist möglich, dass ARM58 einem hohen Protein turnover unterliegt. 
Auch besteht die Möglichkeit, dass ARM58 in die parasitophore Vakuole, bei Promastigoten 
dementsprechend in den Überstand, exportiert wird. Beide Möglichkeiten könnten eine geringe 
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intrazelluläre ARM58-Konzentration erklären. 
2) Das endogene Protein liegt in einer anderen Modifikation vor als das rekombinante Protein. 
Es ist  durchaus möglich, dass ARM58 in E.coli in einer anderen Modifikation vorliegt als in den 
Leishmanien. Dies würde erklären, warum der Antikörper das rekombinante Protein, aber nicht das 
endogene Protein, erkennt. 
3) Der Antikörper erkennt Sequenzen des rekombinanten Produktes, die nicht zu ARM58 gehören. 
ARM58 wird als 58 kDa Protein vorhergesagt. Das rekombinante Protein aus E. coli hat jedoch eine 
Größe von circa 70 kDa. Daher könnte das rekombinante Protein durch Fehler während der Expression 
in E.coli Sequenzen enthalten, die nicht zu ARM58 gehören. Es besteht die Möglichkeit, dass der 
Antikörper hauptsächlich die 20 % des Proteins erkennt, die nicht ARM58 entsprechen. Daher wird das 
rekombinante Protein, welches die entsprechenden zusätzlichen Sequenzen enthält, erkannt. Das 
endogene Protein, in dem diese Sequenzen nicht vorkommen, kann jedoch nicht erkannt werden. 
Es ist natürlich auch eine Kombination der beiden letztgenannten Punkte denkbar.
 
 5.2.2 Lokalisationsstudien
 5.2.2.1 Grundlegende Anmerkungen 
Die subzelluläre Lokalisation und somit die Bestimmung des Wirkungsortes von ARM58 in 
Promastigoten und intrazellulären Amastigoten war von großem Interesse, da dies eventuell 
Hinweise auf den Resistenzmechanismus geben könnte. Da der spezifische anti-ARM58 Antikörper 
nicht verwendet werden konnte, erfolgte die Lokalisation durch die Herstellung eines 
Fusionsproteins. Durch die Fusion des N- oder C-terminalen Endes eines Proteins mit einem 
Fluorophor werden Proteinchimären gebildet, die mittels Fluoreszenzmikroskopie in der Zelle 
lokalisiert werden können. Da dies die Modifizierung entweder des N- oder des C-terminalen Endes 
des Proteins beinhaltet, ist nicht mit Sicherheit zu sagen, dass die durch ein Fusionsprotein gezeigte 
Lokalisation der natürlichen Lokalisation des Proteins entspricht. Daher wurde in dieser Arbeit 
großer Wert auf die Funktionalität  des Fusionsproteins gelegt. Dies wurde durch Dosis-/
Wirkungskurven der rekombinanten Parasiten mit Sb(III) überprüft. 
Zuerst wurde ein eGFP-tag mit Hilfe eines linkers mit dem C-terminalen Ende von ARM58 
fusioniert. ARM58::eGFP zeigte eine Akkumulation um Nukleus und Kinetoplast. Dosis-/
Wirkungskurven ergaben jedoch, dass die Antimonresistenz-vermittelnde Funktion von 
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ARM58::eGFP eingeschränkt war. Daher wurde die gezeigte Lokalisation durch die Fusion des N-
Terminus von ARM58 mit einem mCHERRY-tag überprüft. Dosis-Wirkungskurven zeigten, dass 
mCHERRY::ARM58 vollständig funktional war. Die Höhe der vermittelten Resistenz nach 
Überexpression von mCHERRY::LinJ34.0220 in L. infantum unterschied sich nicht von der durch 
das Wildtyp-Protein vermittelten Resistenz. Daher kann davon ausgegangen werden, dass das 
Fusionsprotein an der natürlichen Lokalisation seine Wirkung entfalten kann. 
Die Fusionsproteine wurden episomal in L. infantum exprimiert. Es ist zu beachten, dass dies mit 
der Überexpression des Proteins einhergeht. Daher ist die Konzentration des Fusionsproteins 
innerhalb der Zelle höher als die Konzentration des Wildtyp-Proteins, was unter Umständen zu 
unnatürlichen Lokalisationen des Fusionsproteins führen kann.
 5.2.2.2 Ist ARM58 im sekretorischen Stoffwechselweg lokalisiert? 
Durch die Lokalisationsstudien konnten tatsächlich Hinweise auf einen möglichen Resistenz-
mechanismus gesammelt werden. 
mCHERRY::ARM58 zeigte unterschiedliche Lokalisationen innerhalb der promastigoten Zelle: 
1) punktuelle Ansammlungen verteilt im Zytoplasma
2) punktuelle Ansammlungen im Bereich des Nukleus 
3)Akkumulation zwischen Nukleus und Kinetoplast
4)  eine deutliche Akkumulation am anterioren Ende der Zelle. 
Im Bereich von Nukleus und Kinetoplast sowie am anterioren Ende der Zelle befinden sich in 
Leishmania die Organellen des sekretorischen Stoffwechselwegs. Die äußere Kernhülle geht in das 
endoplasmatische Retikulum (ER) über. Dies stellt den Beginn des sekretorischen 
Stoffwechselwegs dar. Die Lokalisation von ARM58 im Bereich des Nukleus könnte dem ER 
entsprechen. Vom ER aus erfolgt vesikulärer Transport zum Golgi-Apparat. Dieser befindet sich 
zwischen Nukleus und Kinetoplast. Somit könnte die beobachtete Akkumulation zwischen Nukleus 
und Kinetoplast einer Lokalisation im Golgi-Apparat entsprechen. Nach Durchlaufen des Golgi-
Apparats können Vesikel zur Geißeltasche transportiert  werden (Mc Conville et al., 2002). Die 
Geißeltasche befindet sich, eng assoziiert mit  dem Kinetoplasten, am anterioren Ende der Zelle und 
ist der einzige Ort innerhalb der Leishmanien, an dem Endo- und Exozytose stattfinden (Overath et 
al., 1997). Die Lokalisation von ARM58 am anterioren Ende der Zelle könnte somit auf einen 
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Export über die Geißeltasche hinweisen. 
Die punktuelle Lokalisation im Zytoplasma ist eventuell durch die Überexpression und dadurch 
hervorgerufene unnatürlich hohe Konzentration von ARM58 bedingt. Dies führt unter Umständen 
zu artefiziellen Ansammlungen des Proteins im Zytoplasma. Alternativ könnte dies auch eine 
Lokalisation von ARM58 in zytoplasmatischen Vakuolen bedeuten. 
Mehrere Leishmania-Proteine sind bekannt, die in den Makrophagen exportiert werden. Dies sind 
häufig Virulenzfaktoren., z.B. das virulenz-steigernde L. major Protein P46 (Reiling et al., 2010). Daher 
stellte sich die Frage, ob ARM58 in den Amastigoten verbleibt  oder in den Makrophagen exportiert 
wird. Dies konnte durch die Infektion muriner Knochenmarksmakrophagen mit L. inf. 
[mCHERRY::LinJ34.0220] und nachfolgender Fluoreszenzmikroskopie festgestellt werden. Es stellte 
sich heraus, dass ARM58 mit den intrazellulären Amastigoten kolokalisiert. Es wird dementsprechend 
nicht in das Makrophagenzytoplasma exportiert. Die genaue Lokalisation innerhalb der amastigoten 
Zelle konnte aufgrund der geringen Größe der Amastigoten mit dieser Methode nicht bestimmt werden. 
Daher ist es auch nicht auszuschließen, dass ARM58 in das Phagolysosom exportiert wird. 
Zusammenfassend lässt sich anhand dieser Ergebnisse vermuten, dass ARM58 in Membranen der 
Organellen lokalisiert ist, die am sekretorischen Stoffwechselweg der Leishmanien beteiligt sind. 
 5.2.3 Die dritte Domäne von ARM58 hat die größte Bedeutung hinsichtlich der 
          Sb(III)-resistenzvermittelnden Funktion des Proteins
Ein weiteres wichtiges Ziel dieser Arbeit war die Eingrenzung des resistenz-vermittelnden Bereichs 
von ARM58. ARM58 besteht aus 4 repetitiven Domänen unbekannter Funktion (Domain of 
Unknown Function, DUF). Diese sind als DUF1935 klassifiziert. Durch Deletion der einzelnen 
Domänen sollte herausgefunden werden, ob eine oder mehrere dieser Domänen besondere 
Bedeutung für die Vermittlung der Sb(III)-Resistenz haben. Das Ziel war, die funktionell wichtigen 
Bereiche des Proteins zu identifizieren, um weitere Hinweise auf den Resistenzmechanismus zu 
erhalten. 
Durch Deletion einzelner Domänen konnte festgestellt werden, dass diese tatsächlich 
unterschiedliche Bedeutung für die Vermittlung der Sb(III)-Resistenz haben. Ausschlaggebend für 
die Resistenzfunktion ist die dritte Domäne (D3-ARM58). Die Deletion dieser Domäne führt zum 
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vollständigen Verlust der Sb(III)-resistenzvermittelnden Funktion von ARM58. Die erste und zweite 
Domäne (D1 und D2) haben beide Einfluss auf die Höhe der vermittelten Sb(III)-Resistenz. Durch 
die Deletion von D1 oder D2 halbiert sich jeweils der Effekt von ARM58. Die vierte Domäne steht 
in keinerlei Zusammenhang mit  der resistenzvermittelnden Funktion von ARM58. Es könnte sein, 
dass diese Domäne für die physiologische Rolle von ARM58 wichtig ist. Da diese jedoch 
unbekannt ist, lässt sich diese Hypothese nicht weiter untersuchen. 
Es gibt ein zu ARM58 strukturell sehr ähnliches Protein, ARM-REL. Das kodierende Gen befindet 
sich auf Chromosom 34, direkt benachbart zu LinJ34.0220. ARM-REL besteht ebenfalls aus 4 
repetitiven DUF1935, verleiht jedoch keine Antimonresistenz (Vergleich s. 4.1.1). Nachfolgend 
wurde untersucht, ob D3-ARM58 auch im Kontext von ARM-REL Antimonresistenz vermittelt. 
Hierfür wurden die dritten Domänen von ARM58 und ARM-REL gegeneinander ausgetauscht. 
Dosis-Wirkungskurven ergaben, dass ARM-REL durch das Einbringen von D3-ARM58 (ARM-
REL-D3-ARM58) tatsächlich Sb(III)-Resistenz vermittelt. 
ARM-REL-D3-ARM58 vermittelte jedoch geringere Resistenz als ARM58. Die Deletion der ersten 
beiden Domänen von ARM58 führte ebenfalls zu einer geringeren Resistenzvermittlung. Die Höhe 
der von ARM-REL-D3-ARM58 vermittelten Resistenz ist mit der von ARM58∆D1 bzw. 
ARM58∆D2 vermittelten Resistenz vergleichbar. Dies weist darauf hin, dass D3-ARM58 seine 
Funktion auch im Kontext von ARM-REL ausführt und somit Sb(III)-Resistenz vermitteln kann. 
Das Fehlen von D1- und D2-ARM58 führt jedoch zu einer eingeschränkten Resistenz. 
Datenbankrecherchen zu den einzelnen Domänen ergaben, dass sich innerhalb von D3-ARM58 eine 
Transmembrandomäne (TMD) befindet (http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/sosui_submit.html). 
Dies ist  die einzige TMD innerhalb des gesamten Proteins. ARM-REL wird als lösliches Protein 
ohne TMD vorhergesagt. Die Vorhersage der TMD in D3-ARM58 unterstützt  die Vermutung, dass 
ARM58 in intrazellulären Membranen lokalisiert ist. Geht man davon aus, dass die Lokalisation 
von ARM58 innerhalb der Membran wichtig für den Resistenzmechanismus ist, könnte die 
ausschlaggebende Funktion von D3-ARM58 auf das Vorhandensein der TMD zurückgeführt 
werden. Dies steht in Einklang mit dem Ergebnis, dass D3-ARM58 auch im Kontext von ARM-
REL Sb(III)-Resistenz vermittelt. Es wäre möglich, dass die TMD entscheidend für die Lokalisation 
ist und somit für die Möglichkeit  überhaupt Resistenz zu vermitteln. Die ersten beiden Domänen 
von ARM58 spielen nur für den Grad der erreichbaren Resistenz eine Rolle. 
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5.3 Möglicher Resistenzmechanismus 
Die Lokalisationsstudien, die Domänendeletionen sowie der Austausch der D3-Domäne zwischen 
ARM58 und ARM-REL lieferten übereinstimmende Hinweise auf einen möglichen 
Resistenzmechanismus. Dieser wird im Folgenden erläutert.  
Die vermutete Lokalisation von ARM58 in den Membranen der Organellen des sekretorischen 
Stoffwechselwegs lässt darauf schließen, dass der Resistenzmechanismus von ARM58 die 
Exozytose von Sb(III) beinhaltet. Es ist denkbar, dass ARM58 als Pumpe fungiert, die Sb(III) in die 
sekretorischen Kompartimente und durch die Geißeltasche aus der Zelle pumpt. Wie bereits 
beschrieben, könnte die punktuelle Lokalisation von ARM58 im Zytoplasma der Leishmanien 
zusätzlich eine Lokalisation in intrazellulären Vakuolen darstellen, in die Sb(III) sequestriert wird, 
bevor es zur Einschleusung in das Endomembransystem kommt. Somit würde die intrazelluläre 
Sb(III)-Konzentration verringert und die Wirkung dadurch eingeschränkt werden. Dies passt zu der 
Vermutung, dass ARM58 direkt vor Antimon schützt und nicht vor den durch die 
Antimonbehandlung aktivierten Abwehrmechanismen des Wirts (s. 5.1). Auch die vermutete 
ausschlaggebende Funktion der TMD könnte somit  erklärt werden. Fehlt diese Domäne, ist ARM58 
vermutlich nicht mehr in der Membran verankert  und der Resistenzmechanismus ist daher 
aufgehoben. Es ist vorstellbar, dass die ersten beiden Domänen von ARM58 hinsichtlich der 
Bindung von Sb(III) eine Rolle spielen. Dies würde erklären, warum die Höhe der vermittelten 
Resistenz, jedoch nicht die Fähigkeit überhaupt Resistenz zu vermitteln, durch das Vorhandensein 
dieser Domänen beeinflusst wird. 
In Abb. 29 ist das hypothetische Modell für die ARM58-bedingte Ausschleusung von Sb(III) aus 


























Schematische Darstellung des 
hypothetischen Modells der ARM58-
bedingten Sb(III)-Ausschleusung aus 
der Zelle 
mCHERRY::ARM58 (dargestellt  als rote 
Punkte) wurde im Bereich des Nukleus sowie 
am anterioren Ende der Zelle lokalisiert. 
Diese Lokalisationen stimmen mit der 
Lokal isat ion des endoplasmatischen 
Retikulums (ER), des Golgi-Apparats sowie 
der Geißeltasche überein. 
A R M 5 8 k ö n n t e S b ( I I I ) i n d a s 
Endomembransystem pumpen und durch die 
Geißeltasche aus der Zelle schleusen (Route 
durch rote Pfeile dargestellt). 
Modifiziert nach: Mullin et al., 2001
Verschiedene Proteine sind beschrieben, die eine ähnliche Lokalisation wie ARM58 zeigen und 
ebenfalls mit Medikamentenresistenz in Zusammenhang gebracht werden. 
In Leishmanien wurde auch der ABC (ATP-binding cassette) - Transporter PGPA (P-glycoprotein-
like protein A) beschrieben. Dieser bindet an Metall (Arsen oder Antimon) - Thiol (Glutathion oder 
Trypanothion) - Konjugate und sequestriert diese aktiv in eine intrazelluläre Vakuole. Die Höhe der 
erreichbaren Resistenz ist  dabei durch die vorhandene Thiolkonzentration innerhalb der Zelle 
limitiert (Légaré et al., 1997). PGPA wurde in undefinierten intrazellulären Membranen lokalisiert, 
die sich im Bereich der Geißeltasche befinden. Auch im Bereich des Golgi-Apparates konnte PGPA 
nachgewiesen werden. Daher ist  es möglich, dass PGPA den Golgi-Apparat passiert, bevor es die 
Membranen in der Nähe der Geißeltasche erreicht (Légaré et al., 2001). Das PGPA-Gen ist sowohl 
in in vitro generierten Sb(III)- oder arsenresistenten Parasiten als auch in antimonresistenten 
Feldisolaten häufig mehrfach amplifiziert (Haimeur et al., 2000; Mary et al., 2010). Es verleiht in 
vitro auch intrazellulären Amastigoten Resistenz gegenüber Pentostam® (El Fadili et al., 2005). 
Ein weiterer ABC-Transporter, MDR1 (multidrug resistance protein 1), verleiht bei Überexpression 
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Resistenz gegenüber Vinblastine und Miltefosine (Perez-Victoria et al., 2001). Dieser konnte 
ebenfalls hauptsächlich im endoplasmatischen Retikulum sowie am anterioren Ende der Zelle 
lokalisiert werden. Übereinstimmend mit der Hypothese des ARM58-Resistenzmechanismus wird 
vermutet, dass MDR1 das Substrat in das Endomembransystem pumpt und somit aus der Zelle 
schleust (Dodge et al., 2004).
In dieser Arbeit konnte ein Gen als Antimonresistenz-vermittelnd verifiziert und Hinweise auf den 
Resistenzmechanismus gesammelt werden. 
Desweiteren bekräftigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass Resistenzmechanismen in Leishmania 
spp. nicht wie ursprünglich erwartet auf Sequenzunterschiede, sondern eher auf unterschiedliche 




Der wichtigste Schritt  in der Fortführung dieses Projektes ist die Überprüfung des unter 5.3 
dargestellten Resistenzmechanismus.
Als erstes muss untersucht werden, ob ARM58 tatsächlich mit  den Organellen des sekretorischen 
Stoffwechselwegs kolokalisiert. Es gibt unterschiedliche Möglichkeiten für die Markierung dieser 
Organellen. Antikörper gegen das T. brucei Rab1 Protein sind als Marker des Golgi-Apparats der 
Kinetoplastiden auch zur Lokalisation des Golgi-Apparats von Leishmanien beschrieben (Dhir et 
al., 2004; Besteiro et al., 2006). Die Markierung der Geißeltasche ist mit Concanavalin A, 
gekoppelt mit FITC (Fluorescein-Isothiocyanat) oder TRITC (Tetramethylrhodamine-
Isothiocyanat), möglich (Mullin et al., 2001).
D e s w e i t e r e n k a n n d i e L o k a l i s a t i o n v o n A R M 5 8 d u r c h I m m u n g o l d -
Transmissionselektronenmikroskopie näher bestimmt werden. Mit dieser Methode ist die 
Zuordnung des Proteins zu einzelnen Zellorganellen möglich. So könnte ARM58 auch innerhalb der 
amastigoten Zelle lokalisiert werden. Dies war aus personellen Gründen (Vakanz in der 
Elektronenmikroskopie) im Rahmen dieser Dissertation nicht möglich. 
Fehlt die dritte Domäne von ARM58 (D3-ARM58), ist die Antimonresistenz-vermittelnde Funktion 
von ARM58 vollständig aufgehoben. Innerhalb dieser Domäne wird eine Transmembrandomäne 
(TMD) vorhergesagt. Es wird vermutet, dass die bedeutende Funktion von D3-ARM58 auf das 
Vorhandensein der TMD zurückzuführen ist. Durch gezielte Deletion  bzw. Mutation der putativen 
TMD mit nachfolgenden Dosis-Wirkungskurven und Lokalisationsstudien könnte diese Vermutung 
überprüft werden. So könnte herausgefunden werden, ob Lokalisation und Funktion von ARM58 
korrelieren. In diesem Zusammenhang wäre es ebenfalls interessant zu sehen, ob das Einbringen 
von D3-ARM58 in ARM-REL eine Lokalisationsänderung mit sich bringt. Hierfür müsste ARM-
REL zunächst innerhalb der Zelle lokalisiert  werden. Analog zur Lokalisation des ARM58 Proteins 
könnnte dies durch eine Fusion mit mCherry oder eGFP erfolgen. Ebenso könnte das endogene 
Protein mit einem spezifischen Antikörper nachgewiesen werden. Dies hätte den Vorteil, dass 
mögliche Funktionsänderungen durch die Fusion vermieden werden. Da die Funktion von ARM-
REL unbekannt ist, besteht keine Möglichkeit, die Funktionalität eines Fusionsproteins zu 
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überprüfen. Weist ARM-REL eine andere Lokalisation auf als ARM58, könnte weitergehend 
untersucht werden, ob das Einfügen von D3-ARM58 zu einer Veränderung der Lokalisation führt. 
Zeigt ARM-REL-D3-ARM58 die gleiche Lokalisation wie ARM58, würde dies die Vermutung 
bestätigen, dass die Transmembrandomäne und die dadurch bedingte Lokalisation des Proteins 
ausschlaggebend für den Resistenzmechanismus sind. 
Bestätigt sich, dass ARM58 in ER, Golgi-Apparat und/oder Geißeltasche lokalisiert  ist und dass die 
Lokalisation eine ausschlaggebende Rolle spielt, wäre der nächste Schritt  die Überprüfung der 
Hypothese, dass ARM58 an der Ausschleusung von Antimon aus der Zelle beteiligt ist. Um dies zu 
überprüfen, könnte die intrazelluläre Antimonkonzentration nach Antimonbehandlung von L.inf. 
Wildtyp im Vergleich zu L.inf. [LinJ34.0220] gemessen werden. Dies könnte beispielsweise mittels 
ICP-MS (inductive coupled plasma mass spectrometry) durchgeführt werden.
Durch diese Vorgehensweise könnte der Resistenzmechanismus von ARM58 eventuell aufgeklärt 
werden. 
Wichtig für die Relevanz der Ergebnisse dieser Arbeit ist  die Überprüfung, ob der beschriebene 
Mechanismus auch im Feld eine Rolle spielt. Hierfür müsste eine repräsentative Anzahl 
antimonresistenter sowie nicht resistenter Feldisolate auf die LinJ34.0220-Expression hin 
untersucht werden. Bei drei von elf Patientenisolaten konnte bereits eine erhöhte LbrM20_V2.0210-
Expression festgestellt werden. Alle drei Isolate stammten aus Patienten, bei denen eine 
Antimonbehandlung erfolglos war (Dissertation A. Nuehs, 2010). Dies deutet darauf hin, dass die 
Überexpression des in dieser Arbeit untersuchten Gens tatsächlich auch im Feld eine Rolle spielt. 
Dieses Ergebnis sollte aber durch eine größere Anzahl von Proben verifiziert werden. 
Das übergeordnete Ziel ist es, durch das Verständnis des Resistenzmechanismus Möglichkeiten zu 
finden, diesen bei der Behandlung zu umgehen bzw. Resistenzen vor Behandlungsbeginn 
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Leishmaniose ist eine durch den protozoischen Parasiten Leishmania spp. hervorgerufene 
Infektionskrankheit. Die Infektion führt abhängig von der Erregerspezies, sowie der Immunantwort 
des Wirts, zu unterschiedlichen Krankheitsbildern. Die kutane Leishmaniose heilt meist spontan, 
hinterlässt jedoch stigmatisierende Narben. Die mukokutane Leishmaniose führt zur Zerstörung der 
Nasen-, Mund- und Rachenschleimhäute. Bei der viszeralen Leishmaniose werden die inneren 
Organe befallen, was unbehandelt in über 90 % der Fälle zum Tod führt. 
Bis heute gibt es keine Impfung gegen Leishmaniose, die Behandlung von bestehenden Infektionen 
durch Chemotherapie ist die einzige Bekämpfungsmöglichkeit. Antimonverbindungen sind seit über 
60 Jahren der Standard zur Behandlung der Leishmaniose. Der Anstieg an Therapieresistenzen stellt 
in Endemiegebieten aufgrund fehlender Alternativmedikamente jedoch ein erhebliches Problem dar. 
Um weiterhin eine adäquate Behandlung der Leishmaniose zu gewährleisten ist es dringend 
notwendig die Resistenzmechanismen der Parasiten auf molekularer Ebene aufzuklären. 
In Vorarbeiten wurde durch genetische Komplementation das Gen LbrM20_V2.0210 vorläufig  als 
Antimon-Resistenzmarkergen identifiziert (Dissertation A. Nuehs, 2010). Diese Arbeiten wurden 
mit Leishmania braziliensis durchgeführt. Direkt benachbart befindet sich ein strukturell sehr 
ähnliches Gen, LbrM20_V2.0200, welches keine Antimonresistenz vermittelt. 
Zu dem Resistenzmarkergen LbrM20_V2.0210 gibt es je ein orthologes Gen in Leishmania major 
und in Leishmania infantum. In dieser Arbeit wurde das orthologe Gen aus L. infantum, 
LinJ34.0220, untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Überexpression von LinJ34.0220 die 
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Sb(III)-Resistenz von promastigoten L. infantum als auch von promastigoten L. donovani, einer 
weiteren wichtigen Leishmania Spezies, gendosisabhängig um das Drei- bis Vierfache erhöht. 
Durch Infektionsstudien in murinen Knochenmarksmakrophagen konnte desweiteren gezeigt 
werden, dass LinJ34.0220 auch den klinisch relevanten intrazellulären Amastigoten Schutz vor dem 
Standardtherapeutikum Pentostam® verleiht. Somit konnte LinJ34.0220 als neuer Antimon-
Resistenzmarker verifiziert werden. 
Um Hinweise auf den Resistenzmechanismus zu erhalten, wurde im zweiten Teil dieser Arbeit  das 
von LinJ34.0220 kodierte Protein ARM58 (Antimon-Resistenz-Marker 58kDa) strukturell und 
zellbiologisch charakterisiert. 
Durch direkte Fluoreszenzmikroskopie konnte festgestellt  werden, dass ARM58 am anterioren Ende 
der Zelle, zwischen Nukleus und Kinetoplast, im Bereich des Nukleus sowie punktförmig im 
Zytoplasma akkumuliert. Die Akkumulation im Bereich von Nukleus und Kinetoplast sowie am 
anterioren Ende der Zelle sprechen für eine Lokalisation des Proteins im sekretorischen 
Stoffwechselweg der Leishmanien (endoplasmatisches Retikulum, Golgi-Apparat, Geißeltasche). 
Es wird daher vermutet, dass ARM58 an der Ausschleusung von Antimon aus der Zelle beteiligt ist.  
Der Vergleich mit dem Protein, welches von dem LinJ34.0220 benachbarten Gen kodiert wird, 
ARM-REL (ARM-related Protein), sollte weitere Hinweise auf den Resistenzmechansimus von 
ARM58 geben. Beide Proteine bestehen aus 4 repetitiven DUF1935 (DUF=Domain of Unknown 
Function). Durch Deletion der einzelnen Domänen von ARM58 wurde festgestellt, dass die dritte 
Domäne für die Antimonresistenz-vermittelnde Funktion die größte Bedeutung hat. Durch 
Austausch der dritten Domäne von ARM-REL gegen die dritte Domäne von ARM58 zeigte sich, 
dass diese Domäne auch im Kontext von ARM-REL Antimonresistenz verleiht. Dies unterstreicht 
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Leishmaniasis is an infectious disease caused by the protozoan parasite Leishmania spp. The 
infection leads to different clinical manifestations, depending on the parasite species and the host´s 
immune response. Cutaneous leishmaniasis is usually self-healing but leaves stigmatising scars. 
Mucocutaneous leishmaniasis leads to the destruction of the oral and nasal mucosa. The most 
severe form is the visceral leishmaniasis which leads to death in over 90 % of the cases, if left 
untreated. 
Since there is no available vaccine, chemotherapy of already established infections is the only 
possibility to combat the disease. For over 60 years, antimony has been the preferred drug in the 
treatment of visceral leishmaniasis. However, the widespread occurrence of resistance, especially in 
the high endemicity areas of India, threatens its usability. Therefore, it  is imperative to understand 
the underlying molecular principles of drug resistance.
By using the method of functional cloning, the gene LbrM20_V2.0210 was identified as a novel 
marker gene for antimony resistance. The gene was first identified in Leishmania braziliensis 
(Dissertation A. Nühs, 2010). The directly  neighboring gene, LbrM20_V2.0200, shows structural 
similarity but does not confer antimony resistance. 
There is an orthologous gene to the resistance marker gene LbrM20_V2.0210 in Leishmania 
infantum and Leishmania major. In this study the role of the orthologous gene of Leishmania 
infantum, LinJ34.0220, was investigated. It  was shown that overexpression of this gene renders 
promastigotes of Leishmania infantum, as well as Leishmania donovani, another important 
Leishmania species, three- to fourfold more resistant against Sb(III) in a gene-dosis dependant 
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manner. Since the clinically relevant stage are amastigotes which reside in the phagolysosome of 
macrophages, it  was crucial to investigate the effect of the overexpression of LinJ34.0220 in 
intracellular amastigotes. Infection studies using murine bone-marrow derived macrophages 
revealed that the overexpression of LinJ34.0220 indeed renders intracellular amastigotes 
significantly more resistant against the commercial anti-leishmanial drug Pentostam®. 
In order to understand more about the resistance mechanism, in the second part of this study  the 
protein which is encoded by  LinJ34.0220, ARM58 (Antimony-Resistance-Marker 58kDa), was 
characterized through structural and cell biological analysis. 
Microscopical analysis revealed a distinct subcellular localization. The protein localizes around the 
nucleus and between nucleus and kinetoplast, which are the regions of the endoplasmic reticulum 
and the Golgi apparatus. Further accumulation was seen in the anterior part of the cell, where the 
flagellar pocket is localized. As all three of these organelles are involved in the secretory pathway 
of Leishmania, the localization of ARM58 in the region of these organelles is a hint that ARM58 
might extrude Sb(III) from the cell by this pathway. 
The comparison of ARM58 with the protein encoded by the LinJ34.0220 neighboring gene, ARM-
REL (ARM-Related protein), was supposed to give more insight into the resistance mechanism. 
Both proteins are composed of four repetitive DUF1935 (DUF=Domain of Unknown Function). 
Deletion analysis of the four domains of ARM58 showed that the third domain (D3) has the biggest 
impact on the resistance conferring function of ARM58. By swapping D3 of ARM58 with D3 of 
ARM-REL, it could be shown that the third domain of ARM58 also confers Sb(III)-resistance in the 
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